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1. INTRODUCERE

Floarea-soarelui este una dintre cele mai importante plante oleaginoase fiind a doua ca si
sursa de ulei in Europa, dupa rapita, si a patra in lume, dupa soia, palmier si rapita (Honda si
colab., 2005; Fernandez-Martinez si colab., 2007). In tara noastra, pana in anii *90, era cultivata
pe mai mult de 900 mii de hectare (Vranceanu, 2000). Floarea-soarelui prezinta o importanta
agronomicd deosebitd fiind necesard pentru obtinerea atdt a uleiului alimentar cat si industrial,
iar mai recent, dezvoltarea tehnologiei pentru transformarea uleiului Tn biodiesel a crescut rapid
necesarul unei productii sporite de ulei (Ozyigit si colab., 2007). Datorita valorii ei economice
prezintd un interes deosebit pentru cercetdrile de biotehnologie. Fuziunea interspecifica a
protoplastelor precum si transferul de gene sunt modalitati prin care ingineria geneticd poate
contribui la ameliorarea mai rapida a acestei plante de cultura in vederea obtinerii unor caractere
adaptate diferitelor necesitati. Stabilirea unor metode viabile pentru regenerarea in vitro a
plantelor din diverse explante, atat pentru floarea-soarelui cat si pentru speciile salbatice inrudite,
constituie primul pas in aplicarea tehnologiilor de culturi de tesuturi in ameliorare (Pugliesi si
colab., 1993; Fiore si colab., 1997). Floarea-soarelui este recunoscuta ca fiind una dintre cele mai
recalcitrante la cultura in vitro, dintre plantele cu importantd agronomica (Freyssinet si
Freyssinet, 1988), cu un raspuns morfogenetic dependent de genotip. Sunt necesare, astfel, noi
cercetdri pentru stabilirea unor metode eficiente de regenerare a plantelor din diverse tesuturi si
din protoplaste (Alibert si colab., 1994).

In ultimii ani au fost obtinute numeroase progrese privind regenerarea in vitro la floarea-
soarelui, dar cu toate acestea, unele probleme persistd. Acestea pot fi rezumate astfel: slaba
reproductibilitate a experimentelor de regenerare care este genotip — dependenta, inradacinarea
ineficientd a lastarilor obtinuti, inflorirea prematura a plantelor in vitro (Power, 1987; Baker si
colab., 1999; Fauguel si colab., 2008).

Pana in prezent, singurul explant (sau sursd de explante) care permite regenerarea
plantelor in mod reproductibil, pentru un numar mai mare de genotipuri, este embrionul imatur.
Dezavantajul utilizarii embrionilor imaturi consta in faptul ca acestia nu sunt usor disponibili. De
aceea, este necesard gasirea unei metode de regenerare din explante care sunt disponibile tot
timpul anului. Avand in vedere aceste aspecte ne-am propus stabilirea unor modalitati de cultura
care sa asigure succesul regenerarii in vitro a unor genotipuri autohtone, valoroase din punct de
vedere agronomic. Pentru astfel de genotipuri, metodele de cultura in vitro recomandate de
literatura de specialitate (Paterson si Everett, 1985) nu au dat rezultate (Aurori si colab., 2000).

Astfel, obiectivele urmarite in cadrul acestor cercetari au avut un numitor comun, acela

de a gasi caile care sa faciliteze regenerarea eficienta a plantelor in vitro, pornind de la explante



tisulare. Tntr-o prima etapa, o atentie deosebiti a fost acordata studierii rolului varstei explantului
asupra eficientei regenerdrii acest factor fiind critic pentru aceasta specie. De asemenea, a fost
efectuat un studiu privind rolul naturii explantului in procesul regenerarii in vitro la floarea-
soarelui, pornindu-se de la embrioni maturi negerminati, care au fost foarte putin utilizati in
cazul acestei specii. Cele mai eficiente metode de regenerare au fost aplicate ulterior pentru
testarea in cultura in vitro a mai multor genotipuri romanesti de floarea-soarelui, valoroase din
punct de vedere agronomic, metoda de obtinere a plantelor mature, fertile, fiind optimizata
pentru hibridul Turbo.

Un explant neutilizat pana acum in cultura in vitro a florii-soarelui, domul meristematic
provenit de la embrioni maturi negerminati, a constituit obiectul de studiu asupra rolului
auxinelor AlA, AIB, ANA, 2,4-D, dicamba si picloram in inducerea embriogenezei somatice sau
a organogenezei. A fost urmadrit rolul concentratiei zaharozei in procesele morfogene ale domului
meristematic, in functie de auxina prezentd in mediul de culturd. O atentie deosebitd a fost
acordatd morfologiei embrionilor somatici, aspect care nu a mai fost discutat pentru aceasta
specie.

Oxigenarea corespunzdtoare a protoplastelor aflate in cultura in mediu lichid, poate fi un
factor critic care influenteaza rata diviziunilor acestora in primele etape. Datorita fragilitatii lor
agitarea fiind exclusa, a fost necesara gasirea unor substante cu rol in oxigenarea mediului lichid
de culturd, cum sunt perfluorocarbonii si hemoglobina. Aceste substante si-au dovedit eficienta
in cultura protoplastelor diverselor specii (Anthony si colab., 1997b). De aceea, un obiectiv al
cercetarilor intreprinse a fost acela de a testa rolul hemoglobinei asupra eficientei etalarii
protoplastelor de floarea-soarelui si a evolutiei calusului senescent rezultat din protoplaste.

Au fost efectuate studii preliminare de transformare genetica la floarea-soarelui cu
Agrobacterium tumefaciens purtand gena gfp, pentru sinteza proteinei fluorescente verzi.
Utilizarea acestei gene raportoare, care din datele noastre nu a mai fost utilizata in transformarea
explantelor rezultate din embrioni maturi negerminati de floarea-soarelui, prezintd avantajul
monitorizarii eficiente a tesuturilor transformate. Au fost utilizate diverse metode de ranire a

tesuturilor n scopul cresterii eficientei transformarii.



2. Materiale si metode

Avand Tn vedere obiectivele propuse, metodologia de cercetare a fost bazata pe tehnicile
specifice culturii in vitro a tesuturilor vegetale si a protoplastelor si, de asemenea, a fost
implicata metodologia de transformare genetica utilizand Agobacterium tumefaciens.

Tntr-o prima etapa experimentald s-a urmirit stabilirea naturii explantelor care dau cel
mai bun raspuns morfogen la floarea-soarelui. Experimentele au fost realizate pe hibridul Florina
si au fost axate atat asupra studierii rolului varstei materialului biologic de pornire cat si a rolului
tipului de explant. Tn acest sens a fost urmaritd comparativ reactia explantelor de axa embrionara
si de cotiledon provenind atat de la embrioni maturi negerminati cat si aflati in stadii diferite
dupa initierea germinarii (1-6 zile). De asemenea ntr-un experiment independent a fost comparat
raspunsul morfogen al diverselor tipuri de explante provenite exclusiv din embrioni maturi
negerminati.

In scopul realizirii unei metode eficiente de regenerare au fost luati in studiu mai multe
genotipuri de floarea-soarelui reprezentate de hibrizii romanesti Turbo, Florom 328, Select,
HS2411, Alcazar, Rapid, Coril, Santiago, Felix, Splendor, Top 75, Florina si Romina si linia
47320bcd, de origine franceza. In cazul hibridului Turbo dupa obtinerea lastarilor a fost testata
capacitatea lor rizogend pe mai multe medii de culturd iar plantele inradicinate au fost
aclimatizate ex vitro.

Utilizand domul meristematic embrionar a fost testat rolul auxinelor AIA, AIB, ANA,
2,4-D, dicamba si picloram in inducerea proceselor morfogene. Au fost testate mai multe
concentratii de zaharoza — 3%, 6%, 9% si 12%, in scopul optimizarii regenerarii.

In cazul experimentelor de regenerare parametrii urmariti au fost potentialul regenerarii
acesta reprezentdnd procentul explantelor care regenereaza mugurasi din numarul total de
explante. De asemenea, a fost urmaritd eficienta regenerarii plantelor, adica numarul mediu de
plante regenerate / explant inoculat.

A fost studiat rolul hemoglobinei serice bovine in mediul lichid de cultura al
protoplastelor de floarea-soarelui, hibridul Select, fiind urmarite, comparativ cu martorul,
eficienta etalarii protoplastelor si a regenerarii coloniilor celulare si a calusului.

Explantele reprezentate de axa embrionard provenita de la hibrizii Florina si Turbo au
fost supuse transformarii genetice cu Agrobacterium tumefaciens. Tulpina de Agrobacterium
utilizata, LBA4404, contine plasmidul pHB2892, ce poarta doua gene marker: gfp, gena pentru
proteina cu fluorescenta verde si nptll, gena pentru neomicinfosfotransferaza ce confera
tesuturilor transgenice rezistenta la kanamicind (Rakosy-Tican si colab., 2000). Explantele

transgenice au fost identificate la microscopul OlympusBX60 in lumina UV, prin evidentierea



fluorescentei verzi induse de gena marker gfp comparativ cu fluorescenta naturala rosic a

clorofilei usor detectabild in tesuturilor netransformate.

3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1. Varsta explantelor — factor ce influenteazd eficienta regenerarii la floarea-

soarelui

Varsta materialului vegetal este un factor critic care poate avea o influentd decisiva
asupra regenerarii in vitro a diverselor tipuri de explante, la floarea-soarelui.

Desi au fost elaborate metode de regenerare a plantelor pornind de la embrioni imaturi,
acestea nu dau rezultate in cazul utilizarii embrionilor maturi (Hewezi si colab., 2003; Power,
1987; Finer, 1987). De asemenea, a fost observat faptul ca explantele prelevate din plantule pierd
potentialul regenerativ manifestat de embrionii imaturi (Power, 1987; Finer, 1987). Astfel,
concluzia generald este aceea ca explantele tisulare de floarea-soarelui isi pierd progeresiv
capacitatea regenerativd pe masura ce varsta materialului donor creste. Din acest motiv accentul
in cadrul metodelor de regenerare in vitro la floarea-soarelui a fost pus pe utilizarea embrionilor
imaturi si a tesuturilor rezultate din plantule tinere.

Motivati de faptul ca nu sunt suficiente date privind varsta optima a materialului biologic
pentru regenerarea plantelor, n acest studiu ne-am propus sa utilizam explante prelevate din
embrioni maturi, negerminati (stadiul 0) sau aflati in diverse stadii dupa initierea germindrii (1 —
6 zile), utilizand un genotip autohton valoros de floarea-soarelui, hibridul Florina. Explantele au
fost reprezentate de axa embrionara si de fragmente cotiledonare, rezultate prin aplicarea unei
sectiuni longitudinale la nivelul cotiledoanelor separate de axa embrionara.

Axa embrionara, in forma pe care am utilizat-o noi, intreagd, este un explant rar folosit in
cultura in vitro a florii-soarelui si contine meristemele apical si radicular si, de asemenea,
hipocotilul, primordiile foliare si o foarte micd portiune (de 1 mm) din baza cotiledoanelor. Pe
masura ce semintele germineaza, axa embrionara se alungeste foarte mult, datorita in primul rand
cresterii hipocotilului. Aceasta a constituit un explant in sine, indiferent de gradul de alungire a
hipocotilului pe parcursul germinarii si cresterii in intervalul de 1 — 6 zile. Acest tip de explant,
de dimensiuni mari, in functie de varsta, nu a mai fost utilizat pentru regenerarea in vitro la
floarea-soarelui. Protocolul stabilit pentru cultura propriu-zisa cuprinde doua etape: o etapa de
inducere a lastarilor, pe mediile RMGI1 si HaR1 contindnd atdit ANA cat si BA, si o etapad de
dezvoltare a lastarilor, pe mediile RMG2 respectiv HaR2 lipsite de auxini dar continind GA3. In

etapa de inducere culturile au fost mentinute la intuneric.



Varsta explantelor a influentat diferit potentialul regenerativ in functie de tipul

explantelor si de mediul de cultura utilizat. Primii mugurasi au aparut in cultura dupa 4-5 zile de

la initiere.
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Fig. 1 Potentialul regenerarii mugurasilor si a lastarilor, respectiv eficienta regenerarii plantelor la
nivelul axei embrionare §i a explantelor de cotiledon in cazul embrionilor negerminati (0) sau aflati in
diverse stadii dupa initierea germindrii (1-6 zile) pe mediul de culturda RMG
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Fig. 2 Potentialul regenerarii mugurasilor si a lastarilor, respectiv eficienta regenerarii plantelor la
nivelul axei embrionare §i a explantelor de cotiledon in cazul embrionilor negerminati (0) sau aflati in
diverse stadii dupa initierea germindrii (1-6 zile) pe mediul de culturd HaR

Regenerarea lor a decurs direct, fara intermediul calusului (Fig.3). Evaluarea potentialului
regenerdrii mugurasilor dupd doud saptdmani de la initierea culturilor a scos in evidenta
urmatoarele aspecte: atat pe mediul RMG céat si pe HaR, procentul explantelor reprezentate de

axa embrionard care au raspuns pozitiv in culturd a fost semnificativ mai mare la nivelul
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explantelor negerminate acesta descrescand pe masura cresterii varstei plantulelor (Fig. 1 si Fig.
2).

Fig. 3 Regenerarea mugurasilor caulinari pe explantele reprezentate de axa embrionara (A, B) sau
cotiledon sectionat longitudinal (C, D) pe mediile de cultura RMG (A, C) si HaR (B, D), la hibridul
Florina. Mugurasii sunt regenerati de-a lungul hipocotilului (A), pe portiunea ingustd rdmasa din
cotiledonul atagat de hipocotil (B) respectiv pe fata adaxiald a cotiledonului, la contactul cu mediul (C,
D).

Situatia s-a schimbat in cazul utilizarii fragmentelor de cotiledon. In acest caz, pe mediul
RMG, au raspuns cel mai bine explantele cotiledonare provenite de la embrionii germinati de 1 —
3 zile, 40-60 % din explante regenerand mugurasi (Fig. 1). Pe mediul de cultura HaR inoculii
cotiledonari au regenerat cel mai bine pentru intervalul de varsta cuprins intre 0 — 3 zile, inclusiv,
intr-un procent ce a variat intre 50 - 100 %, valoarea optima fiind observata in cazul celor in
varsta de doua zile. In aceasta situatie procentul explantelor ce regenereazi mugurasi a fost de
pana la 90 % (Fig. 2). Pe mediul RMG raspunsul optim a fost obtinut la nivelul explantelor in
varstd de o zi (Fig. 1) dar a fost mai slab decat cel observat pe mediul HaR.

Dupa o luna de la initierea culturii a fost urmaritad capacitatea explantelor, de varste
diferite, de a regenera lastari, mai exact, de a sustine cresterea si dezvoltarea mugurasilor
existenti. Situatia s-a modificat dramatic comparativ cu stadiul initial al culturii cand un numar
relativ mare de explante, atdt pe RMG cat si pe HaR au manifestat competenta morfogenetica,
regenerand muguri. Dintre acestea, numai explantele reprezentate de axa embrionard provenite
din embrioni negerminati si-au pdstrat nealteratd capacitatea de a sustine cresterea ldstrilor pe
ambele medii de cultura (Fig. 1 si Fig 2).

Dupa o lund de la initierea culturii, a fost estimata si eficienta regenerarii plantelor prin

calcularea numarului mediu de plante regenerate/explant inoculat.

11



S-a observat astfel, ca atat pe mediul RMG cat si pe mediul HaR cel mai mare numar de
plante sunt regenerate de cétre explantele reprezentate de axa embrionara (Fig. 1 si Fig. 2).

In concluzie putem aprecia faptul ci pe ambele medii de cultura eficienta regenerarii
plantelor a scazut semnificativ odatad cu cresterea varstei materialului vegetal comparativ cu
explantele prelevate de la embrioni maturi negerminati. Mediul HaR, mai complex, sustine
procesele caulogene intr-un mod relativ eficient si in cazul axei embrionare provenite de la
embrioni germinati de o zi. Cotiledoanele au un comportament diferit, cel mai bun raspuns
avandu-1 cele prelevate de la embrioni germinati de doua zile atat pe mediul RMG cat si pe HaR,
dar numarul lor este semnificativ mai mic decat in cazul explantelor reprezentate de axa
embrionard provenite din embrioni negerminati. Numarul mediul de plantule obtinute/explant a
fost de doud ori mai mare in cazul axei embrionare provenite de la embrionii negerminati decat

din explantele cotiledonare in varsta de doua zile care au dat cel mai bun rezultat.

3.2. Rolul explantului in procesul de regenerare in vitro la floarea-soarelui

In studiul de fata s-a realizat compararea eficientei regenerdrii a 6 tipuri de explante
provenite din embrionul matur, material biologic foarte putin exploatat in cultura in vitro a florii-
soarelui, Tn varianta negerminatd. Acesta a fost imbibat, timp de doud ore, in apa distilata sterila,
fapt ce a permis Indepartarea tegumentului seminal si a endospermului secundar. Explantele
utilizate in acest experiment provin fie din axa embrionard, astfel explantul 1 (E1) contine
meristemul radicular, intreg hipocotilul, meristemul apical si primordiile foliare, E2 contine
meristemul apical, primordiile foliare §i jumatatea superioara a hipocotilului, E3 este reprezentat
de partea bazald a embrionului ce contine meristemul radicular, fie din cotiledon, astfel E4
constd in jumatate de cotiledon, rezultat prin sectionarea longitudinald a acestuia, ES este
reprezentat de jumatatea proximala a cotiledonului, sectionat transversal iar E6 contine jumatatea
distald a cotiledonului, sectionat transversal. Compararea regenerdrii la nivelul unui numar mare
de explante provenite din embrioni maturi, care de regula au fost studiate independent sau nu au
mai fost studiate pand acum la floarea-soarelui (axa embrionard intreaga), ofera o imagine mai
clard asupra potentialului lor morfogen.

Explantele provenite din axa embrionara au intiat procesul de organogeneza in proportie
de 60-70 %, exceptie a facut E3 care nu a manifestat potential organogen pe nici unul din
mediile utilizate. Nu au existat diferente semnificative intre cele doud medii de cultura utilizate,
in ceea ce priveste raspunsul organogen in cazul explantelor E1 si E2 (Fig 4 A, D).

Dacd ne referim la explantele prelevate din cotiledon (E4, ES5 si E6), observam ca

acestea au avut un raspuns relativ uniform In ceea ce priveste capacitatea de inducere a
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mugurasilor pe mediul HaR si comparabil ca si eficientd cu explantele axei embrionare (Fig. 4
D).
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Fig. 4 Potentialul regenerarii mugurasilor si a lastarilor, respectiv eficienta regenerarii plantelor la
nivelul explantelor axei embrionare (E1, E2, E3) si a explantelor de cotiledon (E4, ES, E6) provenite de la
embrioni maturi negerminati pe mediul de culturda RMG sau HaR

Pe mediul RMG, a fost observata o diferentd intre explantele provenite prin sectionarea
longitudinala a cotiledoanelor (E4) comparativ cu cele sectionate transversal (E5, E6), in sensul
cresterii procentului de explante ce regenereaza mugurasi in cazul acestora din urma (Fig. 4 A).
O posibila explicatie poate fi lipsa competitiei intre celulele nedifentiate ale calusului, care nu

este In cantitate mare in aceste situatii, $i mugurasi, care regenereaza direct din explant.
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Regenerarea unui numar redus de plante/explant are avantajul cd permite dezvoltarea plantelor
regenerate (Hewezi si colab., 2003).

In functie de raspunsul final al explantelor la tipul de mediu acestea pot fi impartite in
doua categorii: explante ce au un raspuns preponderent pozitiv pe HaR — explantele rezultate din
cotiledon in timp ce, explantele reprezentate de axa embrionarad (E1) si fragmentele apicale ale
acesteia (E2) au un raspuns preponderent pozitiv pe RMG (Fig. 4 A, D).

In ceea ce priveste cresterea si dezvoltarea mugurasilor, adica formarea lastarilor, situatia
s-a modificat, astfel ca, explantele cele mai eficiente in sustinerea cresterii plantelor sunt cele
rezultate din axa embrionara, pe ambele medii de culturd (Fig. 4 B, E). Dintre acestea, explantul
cu raspunsul optim s-a dovedit a fi E1, ce contine atat meristemul apical cat si pe cel radicular.
Dintre explantele rezultate din cotiledon cel mai bun raspuns l-au avut cele proximale
meristemului apical, rezultate prin sectionarea transversala a cotiledonului (ES) (Fig. 4 B, E).

Numarul mediu de lastari / explant pe mediul de cultura RMG a fost semnificativ mai
mare pe explantele provenite din axa embrionara (E1, E2) (Fig. 4 C). Explantele de acest tip au
avut un raspuns relativ bun si pe mediul HaR (Fig. 4 F). Mediul HaR a favorizat semnificativ
regenerarea plantelor din explantele cotiledonare E5 (Fig. 4 F).

Tn literatura de specialitate, in general, cotiledoanele sunt considerate explantele cu un
raspuns foarte bun in cultura in vitro a florii-soarelui existand o serie de date experimentale care
sustin acest fapt (Knittel si colab., 1991; Baker si colab., 1999). La fel ca si in acest studiu, s-a
constatat in cazul explantelor cotiledonare ca desi regenereazd un numar relativ mare de
mugurasi numai o parte dintre ei se transformd in plante. Probabil se genereazd la nivelul
inoculilor, pe parcursul culturii anumite semnale care inhiba dezvoltarea acestora pana la stadiul
de planta (Christianson si Warnick, 1984).

Sunt putine referinte privind regenerarea din axa embrionarda de reguld sectionatd
longitudinal sau din regiunea apicala provenitd de la embrioni germinati sau plante de diferite
varste (Paterson, 1984; Cavallini si Lupi, 1987; Samaj si colab., 1994). Weber si colab. (2000) au
subliniat importanta regenerdrii din meristemele preexistente ale apexului sectionat longitudinal
provenit de la embrioni germinati de 2 zile. Apexul a fost obtinut prin eliminarea cotiledoanelor,
a radacinitei si a primordiilor foliare. Power (1987) este intre putinii care au utilizat axa
embrionard provenitd de la embrioni maturi negerminati insa spre deosebire de noi, care am
eliminat cea mai mare parte a cotiledoanelor, acesta a utilizat o forma particulara a explantului
obtinuta prin tehnica taierii a 2/3 din embrion.

Se poate concluziona ca explantele cu cea mai ridicata eficientd a regenerarii au fost cele
rezultate din axa embrionard (E1 si E2) si cele din partea proximald a cotiledonului (ES). Desi nu

existd diferente semnificative intre mediile de culturd utilizate, existd o tendintd a explantelor
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cotiledonare de a creste mai bine pe HaR; explantele de axa embrionara cresc la fel de bine atat

pe RMG cit si pe HaR.

3.3. Axa embrionara — explant cu potential regenerativ ridicat, exprimat in cultura
in vitro a mai multor hibrizi de floarea-soarelui. Optimizarea metodei de obtinere in vitro a

plantelor fertile pentru hibridul Turbo

Sunt putine cazurile citate in literatura de specialitate in care au fost uilizate in
experimentele de regenerare genotipuri valoroase din punct de vedere agronomic cum este de
pilda cel rezistent la Plasmopara halstedii, recalcitrant la cultura in vitro, utilizat de Hewezi si
colab. (2003).

In acest experiment au fost utilizati mai multi hibrizi romanesti de floarea-soarelui ce
prezinta caractere de rezistenta la boli si productivitate ridicata, calitdti ce i-au facut apreciati din
punct de vedere economic (Vranceanu, 2000). Acestia sunt: Turbo, Florom 328, Select, HS2411,
Alcazar, Rapid, Coril, Santiago, Felix, Splendor, Top 75, Florina si Romina. Exceptie face linia
47320bcd, care este de origine franceza. In toate experimentele materialul initial de la care s-au
prelevat explantele a fost reprezentat de embrionul matur provenit din achenele uscate. Acestea
prezintd avantajul ca pot fi pastrate un timp indelungat dupa recoltare. Un alt avantaj al utilizarii
embrionilor maturi este acela ca celulele embrionare sunt celule tinere si de aceea au un foarte
mare potential regenerativ (Benson, 2000). Embrionii maturi sunt utilizati deseori pentru
inducerea calusului embriogen (Rakosy-Tican, 2005).

In capitolele anterioare a fost stabilit faptul ci explantul cu cea mai mare capacitate
regenerativd este axa embrionard intreagd provenitd de la embrioni maturi negerminati.
Idepirtarea tegumentelor seminale facilitatd de imbibarea timp de doud ore a embrionilor este
criticd pentru regenerare. Pentru cresterea eficientei regenerarii plantelor din axa embrionara s-a
constatat ca sunt importante mai multe aspecte:

- cultivarea la temperaturi relativ ridicati (28-30 °C),

excizarea plantulei apicale,

trecerea explantelor pe mediu de cultura fara auxina,

excizarea plantulelor regenerate care au atins stadiul bifoliar.

Réspusul explantelor in culturd a fost foarte bun pentru majoritatea genotipurilor studiate,
obtinandu-se un procent al caulogenezei de 85 — 100 % la nivelul explantelor. Doar in cazul
liniei G1 potentialul regenerativ a fost mai scazut, fiind de aproximativ 70 % (Fig. 5).

Numarul de lastari/explant a fost cuprins intre 12 si 35 de plantule regenerate (Fig. 6).

Numadrul mare de plante regenerate scoate in evidentd eficienta crescutd a regenerdrii prin
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aceasta metoda la floarea-soarelui, care de regula nu genereaza un numar prea mare de plante in
cultura in vitro. In functie de numarul mediu de plante regenerate / explant, hibrizii de floarea-
soarelui testati in acest studiu pot fi impartiti in trei grupe. Unii prezintd un potential regenerativ
crescut regenerand un numadr cuprins intre 30 si 40 de plante / explant (Select, Turbo). Alti doi
hibrizi, Florom 328 si HS4211, au generat intre 20 si 30 plante / explant. De la ceilalti hibrizi a
fost obtinut un numar destul de ridicat de plante pentru aceasta specie, dar semnificativ mai mic
decat la hibrizii enumerati mai sus, numarul de plante / explant fiind cuprins intre 10 si 20.
Putem afirma ca metoda de regenerare este genotip-independentd in privinta potentialului
regenerarii dar variabilitatea geneticd se manifestd la nivelul eficientei regenerarii existand
diferente semnificative Intre diferitii hibrizi.

Diferitii hibrizi au regenerat lastari in puncte diferite la nivelul explantului. Zona cu cea
mai mare capacitate proliferativa este reprezentata de partea bazald a cotiledonului ramas atasat
de axa embrionara. Un alt punct deosebit de proliferativ s-a dovedit a fi in vecinatatea
meristemulului apical (Tabelul 1). Hipocotilul, epicotilul si frunzele plantulei apicale pot fi, de
asemenea, locuri importante de regenerare. Hibrizii Turbo si Florom 328 — care au o mare
eficientd a regenerarii si care regenereaza cel mai repede produc majoritatea plantulelor in zona
hipocotilului in timp ce Select, Top75, Splendor, care de asemenea, au potential regenerativ
ridicat regenereaza preponderent in zona de sectiune a cotiledonului sau pe partea adaxiala a
acestuia (reminiscentele cotiledoanelor atasate de hipocotil). Multiplele puncte de regenerare
oferite de acest tip de explant reprezinta practic unul dintre cele mai mari avantaje ale utilizarii
lui. De asemenea, comparativ cu cotiledoanele, la care cresterea plantulelor regenerate poate fi

deficitara, axa embrionara Intreaga sustine si cresterea plantelor.
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Fig. 5 Procentul explantelor regenerative reprezentate de axa embrionard pentru hibrizii: Turbo
(T), Florom 328 (F328), Select (Se), HS2411 (HS), Alcazar (A), Rapid (R), Coril (C), Santiago (Sa),
Felix (F) si linia 47320bcd (G1) pe mediul de cultura RMG.
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Fig. 6 Numarul mediu de plante regenerate / explant pentru hibrizii: Turbo (T), Florom 328
(F328), Select (Se), HS2411 (HS), Alcazar (A), Rapid (R), Coril (C), Santiago (Sa), Felix (F) si linia
47320bcd (G1) pe mediul de culturda RMG, din axa embrionara.

Tabelul 1 Procentul explantelor regenerative, numarul total de plante regenerate din axa
embrionard pe mediul de culturda RMG si locul regenerarii lastarilor pentru diferiti hibrizi de floarea-
soareluli.

Hibridul Total Locul regeneririi plantelor
plante Peri- Hipocotil | Cotiledon | Epicotil | Frunzele
regenerate | meristematic plantulei
apicale

Splendor 16 9 - 2 - 5
Top75 69 4 7 43 14 1
Florina 25 19 6 - - -
Romina 8 3 - - 3 2

Scopul acestui studiu a fost gasirea unor modalitdti de optimizare a protocolului de
regenerare in vitro a florii-soarelui, hibridul Turbo, pornind de la axa embrionarid matura. In
acest studiu ne-am propus testarea efectului pH-ului mediului de culturd asupra regenerarii in
vitro a florii-soarelui (Fig.7). Totodata, s-a urmarit stimularea inradacinarii in vitro a plantulelor
regenerate, prin adaugarea carbunelui activ sau a AIB (acid indolilbutiric) in mediul de
inradacinare MS (Murashige si Skoog, 1962), avand pH diferit (Fig. 8). Plantele cu un sistem

radicular bine format au fost aclimatizate ex vitro (Fig.9).
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Fig. 7 Evaluarea eficientei regenerative exprimate prin numarul de plantule regenerate / explant
pe mediile: RMG, MSc respectiv HaR avand pH-urile 5,5, 5,8 si 7 in cazul florii-soarelui, soiul Turbo,
dupa 6 saptimani de la initierea culturii.
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Fig. 8 Numarul de plantule inradacinate (%) pe mediile de stimulare a inradacinarii: MS cu
carbune activ (MS+ca), MS cu AIB (MS+AIB) comparativ cu martorul (M) in funtie de mediile initiale
de regenerare, in cazul florii-soarelui, hibridul Turbo.
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Fig. 9 Eficienta aclimatizarii plantelor in functiec de mediile de regenerare RMG, MSc, HaR si
inradacinare utilizate, avand trei variante de pH (5,5, 5,8 si 7), la floarea-soarelui, hibridul Turbo.

Fig. 10 Diferite stadii ale regenerarii plantelor pornind de la axa embrionara a embrionilor
maturi, hibridul Turbo: A, B — stadiul initial al formarii lastarilor; C — dezvoltarea lastarilor pana la
stadiul primei perechi de frunze; D, E, F — diferite stadii ale dezvoltarii plantelor dupa aclimatizare;
G-plantule crescute din semintele recoltate; G- plantule crescute din seminte obtinute de la plante
regenerate in vitro

Metoda utilizarii apexului embrionat matur prezintd mai multe avantaje — este rapida, este

exclusa etapa de germinare a embrionilor maturi, potentialul regenerativ este net superior cazului
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in care se utilizeaza embrioni in diverse stadii de regenerare sau plantule, are aplicabilitate pentru
multe genotipuri, regenerarea lastarilor se realizeaza in diferite puncte pe explant, In functie de
genotip. S-a stabilit o0 metoda de regenerare a plantelor fertile pentru hibridul Turbo (Fig 10).
Dintre variantele testate, cele mai bune rezultate s-au obtinut pe mediul de regenerare HaR, pH
5,5 si mediul de inradacinare MS suplimentat cu 0,1 mg/l AIB, dar cel mai mare numar de

seminte fertile au provenit de pe RMG.

3.4. Rolul auxinelor in cultura domului meristematic embrionar - embriogeneza

somatica versus organogeneza

La floarea-soarelui sunt putine referinte bibliografice privind efectul comparativ al
diferitelor auxine asupra explantelor tisulare. Pentru a fi posibila efectuarea unui astfel de studiu
este necesara utilizarea unui explant care sd manifeste competenta morfogena. Embrionii zigotici
imaturi reprezinta explantele cele mai des utilizate pentru regenerare la floarea-soarelui. La
nivelul lor a fost testat efectul mai multor auxine ANA, AIA, picloram, dicamba, 2,4-D, in
prezenta unor concentratii diferite de zaharoza. Dintre auxinele testate numai dicamba si 2,4-D
au indus regenerarea embrionilor si doar In prezenta unor concentratii crescute de zaharoza
(Finer, 1987). Din datele noastre de pana acum, picloram-ul nu a dat rezultate in cultura in vitro
a florii-soarelui. Avand in vedere aceste considerente ne-am propus studierea efectului diferitelor
auxine (AlA, AIB, ANA, 2,4-D, dicamba si picloram) asupra unui explant provenit de la

embrioni maturi negerminati — domul meristematic.

Fig. 11 Domul meristematic embrionar de floarea-soarelui reprezentat de meristemul apical si

primordiile foliare

Un alt aspect pe care dorim sa-1 evidentiem se refera la tipul explantului utilizat. Domul

meristematic provenit de la embrionul matur negerminat (Fig. 11) nu a mai fost utilizat in cultura
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in vitro a florii-soarelui. Predominanta celulelor meristematice aflate in structura acestuia (Shin

si colab., 2000) il recomanda pentru inducerea intr-un mod eficient a proceselor morfogene.
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Fig. 12 Potentialul morfogen (caulogen — A, B, C sau embriogen — D, E, F) al domului
meristematic embrionar de floarea-soarelui, hibridul florina cultivat pe mediul MA1v8 continand una din
auxinele AlA, AIB, ANA, 2,4-D, dicamba sau picloram
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Explantele au fost mentinute pe acelasi mediu de culturd timp de o luna. In acest interval
de timp culturile au fost urmdrite periodic. In prezenta auxinelor AIA, AIB si ANA suplimentate
individual in mediul de cultura explantele au regenerat exclusiv prin organogeneza, directd sau
indirectd. Raspunsul organogen a vizat atat inducerea radacinilor cat si pe cea a mugurilor
caulinari. In prezenta auxinelor AIA, AIB si ANA, in studiul, de fata au fost obtinute trei tipuri
de raspunsuri morfogene, unul, din meristemele preexistente si anume, cresterea plantulei
apicale, iar celelalte doud au fost cel rizogen si cel caulogen, ambele din meristeme adventive,
aparute de novo la nivelul explantelor.

Comparand cele trei auxine am constatat cd AIA a dat cele mai bune rezultate in cultura
apexului embrionar matur, privind toate cele trei raspunsuri. Concentratiile cele mai mici
utilizate, de 0,25 respectiv de 0,5 mg/l au fost cele mai potrivite pentru inducerea regenerarii
plantulei apicale si a mugurasilor adventivi (Fig. 12 A) in timp ce pentru inducerea formarii
radacinilor cea de 1 mg/1 a fost optima.

A doua auxina ca si eficientd pentru inducerea mugurasilor adventivi si a radacinilor a
fost AIB, in timp ce ANA Tn concentratie de 0,5 mg/l a fost mai eficienta in stimularea cresterii
plantulei apicale. Cea mai potrivitd concentratie pentru regenerarea radacinilor in cazul AIA si
AIB a fost cea de 1 mg/l, in timp ce ANA a avut acelasi efect n intervalul de concentratii 0,5 - 2
mg/l. Mugurii adventivi sunt regenerati la nivelul plantulei apicale, preponderent pe petiolul
frunzelor acesteia sau la nivelul tulpinitei (a epicotilului). Referitor la hormonii AIA s1 AIB, a
fost observata o corelatie pozitiva intre procentul explantelor care regenereaza plantula apicala si
a celor care formeazd mugurasi adventivi, in timp ce, in cazul hormonului ANA, raspunsul este
complet diferit in sensul ca desi un mare procent dintre explante formeaza plantula apicala, doar
0 micd parte dintre acestea formeza si lastari adventivi

Alte trei auxine utilizate in acest studiu si anume, 2,4-D, picloram si dicamba au avut un
raspuns embriogen (Fig. 12 D, E, F). Acestea, In funtie de concentratie au dus fie la regenerarea
embrionilor fie a calusului neembriogen. Dintre auxinele embriogene picloram-ul a fost cel mai
eficient in regenerarea embrionilor, la toate explantele, iar cel mai important aspect a fost acela
ca a dus la obtinerea embrionilor maturi cu aspect normal, pe mediul de inducere, la concentratia
de 2 mg/l (Fig. 15). 2,4-D-ul a fost, de asemenea foarte eficient, fiind activ embriogen chiar si la
o concentratie foarte redusd, valoarea optima fiind cuprisa intre 0,2 si 2 mg/, dar a dus la
regeneraea embrionilor n stadii incipiente de dezvoltare (Fig. 14). La concentratii mai mari
procentul explantelor care au dat un raspuns embriogen a scazut semnificativ, iar o concentratie
de 20 mg/l s-a dovedit a fi toxica. Dicamba a avut un efect complet diferit de cel observat in
cazul 2,4-D in privinta eficientei diferitelor concentratii. Astfel, cea mai mare ratd a

embriogenezei a avut-o utilizarea dicamba in concentratie ridicata de 10 mg/l. Eficienta
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hormonului a scdzut progresiv pe masura scaderii concentratiei in mediul de cultura, astfel ca, la

0 concentratie de 0,5 mg/l nu a mai indus procesele embriogene la nivelul explantelor.

Fig. 13 Mugurasi regenerati pe mediul MA1v8 continand 0,25 mg/l AIA (A) sau 1 mg/l AIA (B)
dupa 4 saptamani de la initierea culturii domului meristematic embrionar de floarea-soarelui, hibridul
Florina, in diferite puncte pe explant: pe tulpinita plantulei apicale (A) sau la nivelul axilelor foliare ale

plantulei apicale (B)

Fig. 14 Embrioni somatici aflati in stadii incipiente de dezvolare regenerati dupa doua saptamani
la nivelul domului meristematic embrionar de floarea-soarelui, hibridul Florina, pe mediul MA1v8

suplimentat cu 5 mg/l 2,4-D (A); embrion Tn stadiu globular avansat (B); embrion in stadiu cordiform (C)
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Fig. 15 Embrioni somatici regenerati la nivelul domului meristematic embrionar pe mediul
MA1v8 cu 2 mg/l picloram - globulari (A) sau 5 mg/l picloram - cordiformi (B) dupa doua saptamani de
la intiere; embrioni maturi regenerati pe mediul MA1v8 suplimentat cu 2 mg/1 picloram (C) dupa o luna

de la initiere.

La concentratii reduse, de 0,5 si respectiv 1 mg/l dicamba a avut chiar un efect organogen
ducand la formarea unor radacini cu aspect atipic, fapt ce a interactionat negativ cu regenerarea
embrionilor. Regenerarea calusului si a radacinilor la nivelul explantelor foliare, Tn cultura unor
specii salbatice de Helianthus, in prezenta anumitor combinatii hormonale, a fost corelata
negativ cu eficienta inducerii embrionilor somatici (Binsfeld si colab., 1999).

Rezumand rezultatele anterioare putem concluziona ca auxinele AIA, AIB si ANA au un
efect organogen in timp ce 2,4-D, dicamba si picloram au efect embriogen in cultura domului

meristematic embrionar de floarea-soarelui.

3.5. Rolul zaharozei in inducerea si maturarea embrionilor somatici de floarea-

soarelui, hibridul Florina

In cultura in vitro o serie de factori influenteazi procesele morfogene. O atentie deosebita
am acordat in acest studiu influentei zaharozei asupra regenerarii din domul meristematic
embrionar de floarea-soarelui, hibridul Florina. Aceasta alegere a fost motivata de faptul ca la
floarea-soarelui referintele ce privesc rolul zaharozei in regenerarea in vitro provin exclusiv din
studii asupra embrionului zigotic imatur. Din cunostintele noastre, pand acum, nu a fost studiata
reactia explantelor provenite din embrioni maturi pe mediile cu continut ridicat de zaharoza la
aceasta specie si cu atat mai putin asupra domului meristematic embrionar, explant care nu a fost
cercetat Tn cultura in vitro a florii-soarelui.

Tn acest experiment s-a urmdrit optimizarea etapei de inducere a morfogenezei la nivelul

explantului reprezentat de domul meristematic embrionar, prin cultivarea pe medii continand 3,
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6, 9 sau 12 % zaharoza. A fost utilizat mediul de bazda MA1v8, avand simultan in compozitie atat

2,4-D cat si ANA.

Fig. 16 Embrioni regenerati pe mediul de cultura contindnd 1 mg/1 2,4-D si 12 % zaharoza, dupa
4 saptamani de la initierea culturii

Fig. 17 Embrioni maturi obtinuti pe mediul cu 0,5 mg/I picloram si 12 % zaharoza

Fig. 18 Embrioni somatici maturi regenerati pe mediu continand 2 mg/l dicamba si 12 %
zaharoza
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Ulterior, a fost testat pe rand efectul auxinelor 2,4-D, picloram, dicamba si AIA adaugate
independent, pe medii cu 3 % sau 12 % zaharoza. Alegerea zaharozei pentru acest studiu a fost
motivatd de faptul cd in experimente ce urmareau eficienta naturii zaharurilor asupra regenerarii
din embrioni imaturi de floarea-soarelui, zaharoza a fost cea mai eficientd urmati fiind de
glucoza, maltozd si maltotriozd; fructoza nu a avut un rol benefic in inducerea proceselor
regenerative (Jeannin si colab., 1995).

Observatiile noastre au evidentiat faptul ca desi concentratiile de 9 % si 12 % au avut
rezultate similare privind manifestarea potentialului embriogen a explantelor, concentratia de 12
% a fost favorabila regenerdrii unui numar mai mare de embrioni / explant. Aceastd concentratie
a fost aleasd pentru studii ulterioare privind efectul auxinelor AIA, 2,4-D, dicamba si picloram
asupra embriogenezei somatice la nivelul domului meristematic embrionar. A fost observat
faptul ca AIA in paralel cu utilizarea zaharozei in concentratie ridicatd continud sd aiba un
raspuns organogen, dar mult mai ineficient comparativ cu situatia in care s-a utilizat o
concentratie redusd de zaharoza. Apar structuri intermediare Intre cotiledoane si frunze. Auxinele
2,4-D, dicamba si picloram pe mediile cu concentratie ridicatd de zaharoza induc embriogeneza
somatica si totodata maturarea embrionilor pe mediul de inducere.

In experimentul de fata a fost pusa in evidentd o metoda simpla de inducere a embrionilor
somatici maturi la floarea-soarelui intr-o singura etapa de cultura prin utilizarea domului
meristematic embrionar in prezenta uneia din auxinele 2,4-D, dicamba si picloram (Fig 16, Fig.
17 si Fig. 18) sau a combinatiei de ANA si 2,4-D si a unei concentratii crescute, de 12 %
zaharoza. Din datele noastre, nu exista rapoarte in literaturd privind regenerarea embrionilor
somatici din domul meristematic embrionar in prezenta unei concentratii ridicate de zaharoza.
Cele mai multe date privind efectul zaharozei asupra embriogenezei somatice la floarea-soarelui
provin din utilizarea ca si explante a embrionilor zigotici imaturi. Prin utilizarea acestora au fost

stabilite o serie de metode de regenerare.

3.6. Morfologia produsilor de regenerare obtinuti in cultura domului meristematic

embrionar pe mediile de cultura cu compozitie pro-embriogena

Pana acum au fost stabilite mai multe metode de regenerare prin embriogeneza somatica
la floarea-soarelui dar sunt foarte putine date privind morfologia embrionilor obtinuti in cultura
in vitro. Acest aspect este deosebit de important deoarece, capacitatea embrionilor de a germina
si de a fi convertiti in plante depinde tocmai de caracteristile lor anatomo-morfologice. Tn
experimentele prezentate anterior, pe mediile de culturd avind compozitie embriogena,

continand deci, auxinele individuale 2,4-D, dicamba sau asociate 2,4-D si ANA, embrionii cu
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morfologie atipica au fost obtinuti cu o frecventa ridicata, de aproximativ 80 %. Prezenta acestor
tipuri de embrioni nu vine sd infirme capacitatea embriogend a explantelor ci doar sa semnaleze
existenta unor factori perturbatori ai dezvoltarii embrionare.

La soia au fost descrise noua tipuri de embrioni somatici cu morfologie atipica, in cultura
in vitro: monocotiledonar, bicotiledonar, policotiledonar, cotildoane fuzionate, hipocotil alungit,
cotiledoane vestigiale, i1n forma de trompetd, moderat fasciat, pronuntat fasciat, fuzionati
proximal si/sau distal (Buchheim si colab., 1989). Dintre acestia, in experimentul de fatd au fost
observate urmatoarele tipuri: monocotiledonar, cotildoane fuzionate, hipocotil alungit,
cotiledoane vestigiale, embrion in formd de trompetd, moderat fasciat, pronuntat fasciat,

fuzionati proximal si/sau distal.

Fig. 19 Embrioni somatici in stadiul globular (A) si maturi, dispusi in grup (B), regenerati pe
MAT suplimentat cu triptona si germinati pe mediul RMBS5 (C); plantula regenerata — detaliu (D)

In acest studiu, doi factori principali au influentat regenerarea prin embriogenezd —
concentratia de zaharozd si auxinele utilizate in mediul de inducere embriogend. Domul

meristematic embrionar de floarea-soarelui este un explant care si-a manifestat potentialul
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embriogen atdt pe mediu cu concentratie redusa de zaharoza, de 3 %, cat si pe mediu continand o
cantitate ridicata de zaharoza, de 12 %.

Crescand osmolaritarea mediului de initiere, prin cresterea canitatii de zaharoza la 12 %
frecventa regenerdrii embrionilor maturi a crescut, ajungand la o medie de 30 % dintre inoculi.
Accentul 1n acest studiu a fost pus pe etapa de inducere a embrionilor. Totusi, pentru a aprecia
eficienta metodei la o parte dintre embrionii regenerati, aflati in diverse stadii ontogenetice s-a
incercat finalizarea dezvoltdrii lor, prin trecerea pe diverse medii lipsite de auxinid. A fost
constatat faptul ca morfologia atipica a embrionilor influenteaza intr-un mod negativ conversia
lor in plante.

Datele din literaturd ne-au prezentat mai multe abordari ale inducerii embrionilor
somatici la floarea-soarelui, preponderent pornind de la embrioni imaturi, utilizdnd concentratii
diferite de zaharoza. Astfel, pornind de la embrioni imaturi au fost indusi embrioni somatici pe
medii contindnd 9 % zaharoza si BAP (Freyssinet si Freyssinet, 1988) sau 12 % zaharoza si 2
mg/l 2,4-D (Wilcox McCann si colab., 1988). Pentru dezvoltarea ulterioara a embrionilor acestia
au fost trecuti pe medii la care s-a aplicat scaderea graduala a concentratiei de zaharoza la 6 apoi
3 % 1n paralel cu modificarea balantei hormonale (Wilcox McCann si colab., 1988). Dimpotriva
dacd s-a plecat in culturd de la tesuturi diferentiate, cum sunt cele provenite din hipocotil
(Pelissier si colab., 1990) sau din cotiledoane (Gurel si Kazan, 1998), o cantitate de zaharoza de
3 % a fost suficientd pentru inducerea embriogenezei somatice In prezenta hormonilor ANA si
BAP. Pentru maturarea embrionilor a fost nevoie de cresterea cantitatii de zaharoza la 9 % iar
apoi, pentru inducerea germinarii aceasta a fost din nou scazuta gradual la 6 apoi 3 % (Pelissier
si colab., 1990).

Initierea unei culturi embriogene pe MA1 imbogdtit cu 500 mg/l triptond a dus la
obtinerea unui numadr sporit de embrioni care au ajuns la maturitate. Chiar dacd morfologia lor a
fost modificatd, constdnd preponderent in dispunerea lor in grupuri, avand hipocotilul alungit si
cotiledoane slab diferentiate, a fost posibila germinarea lor pe mediul RMBS. Au fost obtinute

plantule cu radacind si frunze bine dezvoltate (Fig. 19 C si D).

3.7. Rezultate si discutii privind rolul hemoglobinei in cultura protoplastelor de
floarea-soarelui, hibridul Select si a calusului rezultat din protoplaste la hibridul Florom
328

Unul dintre impedimentele culturii protoplastelor in mediul lichid este insuficienta

oxigendrii acestora in primele zile de culturd, care sunt critice pentru viabilitatea lor si pentru

producerea primelor diviziuni (Wardrop si colab., 1996).
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Scopul acestui studiu a fost acela de a creste frecventa diviziunii protoplastelor de
floarea-soarelui, hibridul Select utilizand hemoglobina in mediul lichid de cultura al acestora.
Mentiondm ca protoplastele au fost inglobate intr-un disc de alginat, imersat in mediul lichid
(Aurori si colab., 1998). Adaugata la mediul de cultura a protoplastelor, hemoglobina
,.captureaza” oxigenul dizolvat la interfata aer-mediu. In felul acesta faciliteaza aprovizionarea
protoplastelor cu oxigen (Anthony si colab., 1997). Suplimentand mediul de cultura lichid al
protoplastelor de petunia cu o solutie apoasa de hemoglobina sericd bovind (Erythrogen) a
crescut semnificativ frecventa diviziunilor acestora (Anthony si colab., 1997).

Efectul pozitiv al hemoglobinei a fost evident dupa primele 4 zile de cultura, cand a fost
evaluata eficienta etalarii. Procentul protoplastelor, de pe mediul cu hemoglobina, care s-au
divizat a fost de peste doud ori mai mare decat al celor martor (6,41+1,11 % fatd de 2,63+0,63

%) (Fig. 20).
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Fig. 20 Eficienta etalarii protoplastelor de floarea-soarelui dupa 4 si 20 zile de la cultivare in disc
de alginat, pe 1:50 vol/vol hemoglobina in mediul de cultura (Hb) comparativ cu martorul (M), in cazul
hibridului Select; eficienta regenerarii coloniilor celulare, exprimata prin numarul mediu al coloniilor
regenerate / disc de alginat, exprimat procentual, pe mediul de culturd martor (M) si suplimentat cu
hemoglobina (Hb); numarul total al coloniilor regenerate in trei experimente pe mediul de culturd martor
(M) si suplimentat cu hemoglobina (Hb)

Analizand comparativ eficienta etaldrii protoplastelor la 20 zile s-a constatat ca prezenta
hemoglobinei in mediul lichid de cultura a stimulat semnificativ diviziunea acestora, cu 100 %

comparativ cu martorul. Astfel, eficienta etalarii in cazul martorului a fost de 14,97+1,63 % in
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timp ce in cazul protoplastelor cultivate in prezenta hemoglobinei aceasta s-a dublat fiind de
30,79£1,93 % (Fig. 20).

Numarul mediu de colonii vizibile, estimat dupa 40 zile de cultura, a fost de aproape
doua ori mai mare in cazul culturilor suplimentate cu hemoglobind comparativ cu cele martor
(87,56£19,8 pe mediu cu hemoglobina fata de 524+21,05) (Fig. 20). Acest fapt este generat de
diferentele mari, privind numarul total de colonii regenerate in trei experimente diferite, intre
martor si culturile tratate cu hemoglobini. In cazul acestora din urma numirul de colonii
regenerate a fost semnificativ mai mare, fiind de 787 fatd de numai 424 in cazul culturilor martor

(Fig. 20).

3.8. Transformarea genetica a axei embrionare mature de floarea-soarelui, mediata

de Agrobacterium tumefaciens purtand gena gfp

Experimentele de transformare efectuate in cadrul acestui studiu au la baza metoda
cocultivarii cu Agrobacterium tumefaciens. Pentru transformare a fost ales hibridul Turbo, care
regenereaza cel mai mare numar de lastari in cultura in vitro a fragmentelor de embrioni maturi,
si Florina, un genotip cu rapuns mediu in ceea ce priveste eficienta regenerarii. Tulpina de
Agrobacterium utilizata, LBA4404, contine plasmidul pHB2892, ce poartd doud gene marker:
gfp, gena pentru proteina cu fluorescenta verde si nptll, gena pentru neomicinfosfotransferaza ce
conferd tesuturilor transgenice rezistenta la kanamicina (Rakosy-Tican si colab., 2000). Din
datele noatre, nu a mai fost incercata transformarea geneticd a unor tesuturi embrionare mature
cu gena gfp, la floarea-soarelui. Regenerarea plantelor transgenice pentru gfp si nptll de floarea-
soarelui a fost realizatd pornind de la explante de hipocotil prelevate de la embrioni zigotici

imaturi (Miiler si colab., 2001).

Fig. 21 Fragmente de explant, hibridul Florina, prezentand fluorescenta GFP dupa transformare
si ranirea prin zgariere, in zona radiculard (A) sau de ranire (B)
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Fig. 22 Eficienta transformarii axei embrionare de floarea-soarelui hibridul Turbo (%) de
catre Agrobacterium tumefacies, in functie de intensitatea cdmpului electric (V/cm) si durata (us)
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Fig. 23 Eficienta transformarii axei embrionare de floarea-soarelui hibridul Turbo (%) de
catre Agrobacterium tumefacies, reprezentand procentul de explante care exprima gena
raportoare gfp, in functie de concetratia de macerozyme utilizata

In scopul cresterii eficientei transformirii au fost abordate trei metode de rinire a
explantelor: tratamentul enzimatic cu pectinaza macerozyme in concentratie de 0,1 % si 0,2 %,
premergator cocultivarii cu Agrobacterium, aplicarea unor pulsuri de curent continuu
concomitent cu agro-infectia, sau ranirea mecanica superficiald a inoculilor cu lama de bisturiu.

Eficienta transformadrii a fost apreciatd in functie de numarul de explante ce prezentau
fluorescenta verde caracteristica gfp-ului. Explantele martor, asupra carora nu au fost aplicate

modalitdti suplimentare de ranire, excluzandu-le pe cele necesare pentru obtinerea explantului,
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au avut o ratad destul de ridicatd a transformarii genetice, aceasta fiind de 60 % (Fig. 22 si Fig.
23).

Desi nu a fost obtinutd transforamrea stabila a florii-soarelui, pentru hibrizii Florina si
Turbo, 1n acest experiment, a fost obtinuta transformarea tranzientd cu o frecventa ridicata, in
special pentru hibridul Florina. Acest fapt este important din punct de vedere practic, eficienta
transformarii depasind-o chiar si pe aceea obtinutd in cazul embrionior somatici imaturi,
cunoscut fiind faptul ca acestia sunt mult mai susceptibili la infectia cu Agrobacterium decéat
tesuturile mature (Escandon si Hahne, 1991).

Ranirea mecanica (incizarea superficiald cu lama de bisturiu), chimica (digestia
enzimaticd de scurtd duratd) sau aplicarea pulsurilor electrice cu duratd mai mare, concomitent
cu agroinfectia, pot contribui semnificativ la cresterea eficientei transformarii genetice la nivelul
axei embrionare mature. A fost obtinuta transformarea tranzienta a tesuturilor dar s-a constatat ca

celulele competente pentru transformare nu au manifestat si potential regenerativ.

4. CONCLUZII GENERALE

Testand Tn cultura in vitro explante de varste diferite, provenite din embrioni maturi
negerminati sau din embrioni aflati in diverse stadii de germinare, s-a constat ca axa embrionara
provenitd de la embrioni maturi negerminati a prezentat cea mai ridicata eficientd a regenerarii,
exprimatd prin numarul de plante regenerate / explant. Potentialul regenerativ al explantelor axei
embrionare a fost mult mai afectat de cresterea varstei materialului vegetal donor decat
explantele cotiledonare. Desi potentialul regenerativ al explantelor cotiledonare a fost la acelasi
nivel in prima etapa de cultura cu al celor de axd embrionard, capacitatea cotiledoanelor de a
regenera plante scade progresiv in etapele ulterioare ale culturii, fiind semnificativ inferioara
celei corespunzatoare axei embrionare provenite de la embrioni negerminati.

Comparand eficienta regenerarii a 6 tipuri de explante provenite din embrionul matur
negerminat s-a observat faptul ca explantele cu cea mai ridicatd eficientd a regenerarii au fost
cele rezultate din axa embrionara (E1 si E2) si cele din partea proximala a cotiledonului (ES5).
Desi nu existd diferente semnificative intre mediile de culturd utilizate, existd o tendintd a
explantelor cotiledonare de a creste mai bine pe HaR; explantele de axa embrionara cresc la fel
de bine atat pe RMG cat si pe HaR. Acest experiment vine sd confirme observatia prezentata
anterior potrivit careia desi explantele cotiledonare au un potential ridicat de a regenera mugurasi
obtinerea plantelor este deficitara, cu exceptia celor proximale care regenereaza plante cu aceeasi
eficientd ca si explantele axei embrionare.

Utilizand un alt tip de explant reprezentat de domul meristematic embrionar matur, ce

contine meristemul apical si primordiile foliare s-a reusit regenerarea eficienta a plantelor pe un
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mediu de culturd mai complex, stabilit initial pentru caulogeneza din calusul rezultat din
protoplaste, la cartof.

Plecand de la concluziile anterioare s-a stabilit o metoda eficienta de regenerare a
plantelor din explante reprezentate de axa embrionara, pentru mai multe genotipuri valoroase
autohtone de floarea-soarelui; potentialul regenerativ s-a dovedit a fi genotip-independent dar
eficienta regenerarii a fost variabila de la un genotip la altul, majoritatea genotipurilor
manifestdnd o eficientd crescutd comparativ cu datele observate in literaturd, obtinandu-se un
numar mare de plante/explant. O eficientd ridicatd a regenerarii s-a obtinut prin indeparatea
rapida, dupd initierea mugurasilor, a plantulei apicale crescute si a frunzulitelor apicale,
contracarand fenomenul de dominantd apicald. De asemenea, excizarea periodica a plantulelor
regenerate de novo a stimulat formarea unora noi.

Folosind explantul reprezentat de axa embrionara matura s-a reusit, prin modificarea
mediului de inrddacinare, obtinerea plantelor fertile ce au produs seminte viabile, pentru hibridul
Turbo. Inflorirea prematura a plantelor in vitro a putut fi prevenita prin urgentarea rizogenezei si
a cresterii radacinilor pe mediul MS de baza continand 0,1 mg/l AIB sau carbune activ (0,3 g/1).
Mediul utilizat in etapa de regenerare a plantelor influenteazd eficienta Inradacindrii si a
aclimatizarii plantelor.

Cultivarea domului meristematic embrionar pe medii contindnd diverse auxine a
evidentiat faptul cd hormonii AIA, AIB, ANA au avut efect organogen in timp ce hormonii 2,4-
D, dicamba si picloram au avut efect embriogen in culturd. A fost dovedit pentru prima data la
floarea-soarelui rolul picloramului Tn inducerea embrionilor somatici maturi.

Zaharoza in concentratie ridicatd, de 12 %, stimuleazd maturarea embrionilor fiind
recomandata pentru cultura domului meristematic embrionar. Utilizarea picloramului in paralel
cu o concentratie de 12 % zaharoza a dus la obtinerea embrionilor maturi cu morfologie normala.

Addugarea hemoglobinei la mediul lichid de culturd a protoplastelor a stimulat
semnificativ eficienta etaldrii acestora i a regenerdrii coloniilor celulare. Totodatd a fost
evidentiat faptul ca hemoglobina este eficienta chiar si dacad protoplastele sunt cultivate intr-o
matrice semisolida, discul de alginat, aflat in mediu lichid.

S-a reusit obtinerea expresiei tranziente a genei gfp prin transformarea cu Agrobacterium
tumefaciens a explantelor reprezentate de axa embrionara maturd. Ranirea mecanica (incizarea
superficiald) sau chimica (tratament enzimatic) a explantelor sau aplicarea pulsurilor de curent
continuu a dus la cresterea semnificativd a procentului transformarii, acesta ajungand pana la 94
%, ceea ce prin compararatie cu datele din literaturd releva un progres semnificativ, apreciind

metodele abordate ca fiind eficiente.
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Note de originalitate ale tezei si perspective

In cadrul cercetarilor intreprinse in aceasti tezi metodele de regenerare stabilite nu au
fost limitate doar genotipuri recunoscute pentru potentialul lor regenerativ ci au fost utilizati
hibrizi autohtoni de floarea-soarelui de importanta economica. A fost scoasa in evidentd
capacitatea regenerativa crescuta a axei embrionare provenite de la embrioni maturi negerminati,
explant foarte putin exploatat in cultura in vitro a florii-soarelui. A fost stabilitd o metoda de
obtinere a plantelor fertile pentru hibridul Turbo.

Floarea-soarelui, in pofida multor metode de regenerare incercate si finalizate cu succes
continua sa fie considerata o specie recalcitranta la cultura in vitro. Multe din metodele de
regenerare au fost stabilite numai pentru anumite genotipuri care au dovedit un raspuns pozitiv in
culturd nefiind reproductibile pentru altele. De asemenea, sunt §i mai putine metodele de
regenerare raportate in literatura pentru genotipuri valoroase de floarea-soarelui. A fost dovedit
determinismul genetic al caracterelor privind organogeneza (Sarrafi si colab., 1996; Deglene si
colab., 1997) si embriogeneza somatica (Petitprez si colab., 2005) la floarea-soarelui. Prin
cercetdrile intreprinse de noi asupra regenerarii in vitro la floarea-soarelui am dovedit ca
recalcitranta florii-soarelui poate fi uneori doar o stare de conjunctura care poate fi contracarata
prin gasirea factorilor cheie implicati in regenerare. Metoda de regenerare la floarea-soarelui,
bazatd pe utilizarea axei embrionare prelevate de la embrioni maturi negerminati prezintd mai
multe avantaje. Unul dintre ele consta in scurtarea protocolului de regenerare prin eliminarea
etapei de germinare. Se reduce stresul de ranire prin utilizarea embrionilor inactivi din punct de
vedere metabolic. Explantele beneficiaza de materilalul de rezerva ce se afla acumulat la nivelul
semintelor. Din aceste motive potentialul regenerativ este mult mai bine exprimat la explantele
rezultate din embrioni maturi negerminati fapt ce face ca regenerarea sa fie genotip-independenta
iar eficienta regenerarii sa fie crescutd chiar si pe un mediu de cultura simplu (RMG) stabilit
initial pentru planta model Nicotiana. Explantele axei embrionare regenereaza in puncte diferite:
pe hipocotil, la baza cotiledoanelor, Tn zona meristemului apical, pe frunzele embrionare, sau pe
epicotil, existand astfel multiple zone regenerative. Mai mult, sursa de explante este deosebit de
facila fiind reprezentatd de cariopse uscate de floarea-soarelui care pot fi stocate mai multi ani
fara sa isi piarda viabilitatea putand fi disponibile tot timpul anului.

Din datele noastre, a fost pentru prima data utilizat Tn experimente de regenerare la
floarea-soarelui domul meristematic embrionar, un explant de 200-300 pum. Domul meristematic
embrionar poate constitui un model experimental pentru studii ale procesului de morfogeneza in
vitro avand un potential regenerativ ridicat iar natura proceselor morfogenetice poate fi indusa si
controlatd prin tipul auxinelor si concentratia lor, la nivelul explantelor mai sus amintite putand

fi indusa calogeneza, rizogeneza, caulogeneza sau embriogeneza somaticd, venind in
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completarea rezultatelor obtinute pe un alt sistem model reprezentat de embrionul imatur de
floarea-soarelui care este un explant mai putin disponibil.

A fost evidentiat pentru prima data la floarea-soarelui, rolul auxinei picloram in
inducerea si dezvoltarea embrionilor somatici maturi. De asemenea, au fost pentru prima data
facute observatii privind morfologia embrionilor somatici la ceastd specie. Este cert faptul ca
embrionilor cu morfologie atipica le este afectatad capacitatea de conversie. Metoda de regenerare
bazatd pe utilizarea domului meristematic embrionar s-a axat preponderent asupra fazei de
inductie a mugurasilor sau a embrionilor somatici, faze considerate critice In regenerare. Odata
stabilitd concentratia optimad necesard inducerii uneia sau a alteia dintre caile de regenerare se
poate trece la faza optimizarii timpului de actiune al hormonilor si a balantei hormonale
corespunzdtoare etapei de crestere, dezvoltare si maturare a embrionilor somatici respectiv de
crestere a lastarilor.

Nu a mai fost prezentata pana acum in literatura de specialitate utilizarea hemoglobinei in
oxigenarea culturilor de protoplaste la aceasta specie. Utilizarea acestui compus creeaza, se pare,
conditii pentru inducerea cu o frecventa ridicata a unor diviziuni asimetrice ale protoplastelor si
implicit la obtinerea embrioizilor in culturd. Este important de stabilt in perspectiva, care este
mecanismul celular prin care actioneaza si de asemenea, calea prin care structurile embrioide pot
fi determinate sa-si urmeze dezvoltarea pana la embrioni maturi si plante.

Din datele noastre aceasta este prima raportare privind expresia tranzienta a gfp in
tesuturi provenind din embrioni maturi negerminati la floarea-soarelui. Utilizarea acestei gene
raportoare permite monitorizarea facila a expresiei transgenei in lumina UV si optimizarea
metodei In vederea obtinerii plantelor transgenice, rezultatele obtinute putand fi exploatate
ulterior pentru ameliorarea in continuare a florii-soarelui exclusiv prin metode biotehnologice
sau combinate cu ameliorarea clasica.

Este fascinantd multitudinea variantelor de abordare a culturilor in vitro. Fiecare metoda
de regenerare isi poate gasi aplicabilitate in numeroase alte metode constituind parte importanta
a unui puzzle la prima vedere infinit. Gasirea oricareia din piesele acestui puzzle reprezintd un
pas inainte in cercetare §i un punct de referinta in perspectiva aplicabilitatii culturilor vegetale in

vitro in general, si la floarea-soarelui in special.
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