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ADNOTARE  

Ciobanu Renata „Variabilitatea somaclonală și indusă de radiație la triticale in vitro”, teză de doctor în 

științe biologice, Chişinău, 2023. 

Structura tezei: teza include introducere, 4 capitole, concluzii generale şi recomandări, bibliografie din 380 

de titluri, 8 anexe, 123 pagini text de bază, 43 figuri, 31 tabele. Rezultatele obţinute sunt publicate în 16 lucrări 

ştiinţifice.  

Cuvinte-cheie: cultura in vitro, radiație gama, variabilitate somaclonală și indusă, aberații cromozomiale, 

polimorfismul fragmentelor ADN, somaclone, caractere cantitative. 

Domeniul de studiu:162.01 – Genetică vegetală 

Scopul lucrării constă în studiul variabilității somaclonale induse de radiație în cultura in vitro la triticale, 

evidențierea particularităților biomorfologice şi estimarea variabilității genetice în selectarea formelor cu 

caractere valoroase pentru ameliorare. 

Obiectivele cercetării: selectarea și optimizarea mediilor de cultură pentru inițierea calusogenezei și 

regenerării indirecte de plantule din embrioni maturi de triticale; estimarea frecvenței și spectrului aberațiilor 

cromozomiale induse în cultura in vitro la celulele calusale; evaluarea efectului dozelor razelor gama în 

declanșarea procesului mutațional pentru diversificarea spectrului variabilității genetice în cultura in vitro; 

stabilirea influenței razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei și regenerării de plantule; analiza 

variabilității somaclonale, determinarea gradului de influență a razelor gama și culturii in vitro asupra 

caracterelor cantitative la somaclonele de triticale; evaluarea variabilității genetice a somaclonelor prin 

evidențierea polimorfismului genetic, utilizând tehnica de analiză moleculară RAPD; aprecierea varianței și a 

parametrilor genetici a unor caractere cantitative la somaclonele de triticale. 

Noutatea şi originalitatea ştiinţifică. Studiul complex al răspunsului in vitro al embrionilor maturi de triticale 

a permis obținerea rezultatelor principial noi privind majorarea variabilității somaclonale bazate pe suplinirea 

instabilității genomului prin aplicarea razelor gama. Rezultatele privind modificările calusogenezei, 

morfogenezei și regenerării oferă fundamente teoretice și practice în elucidarea mecanismelor ce asigură 

totipotența și determină proliferarea celulară. Studiul molecular-genetic al polimorfismului ampliconilor 

RAPD la somaclonele de triticale demonstrează eficiența aplicării culturii in vitro și radiației ionizante în 

generarea variabilității genetice la plantele cu genom complex. Abordarea inovativă în evaluarea regeneranților 

bazate pe analiza varianței și nivelului heritabilității caracterelor cantitative a scos în evidență efectele genetice 

și de mediu în predicția genotipurilor cu însușiri valoroase. 

Rezultatele obținute care contribuie la soluţionarea unei probleme ştiinţifice importante constau în 

fundamentarea științifică a potențialului de inducere a variabilității genetice prin implementarea tehnicilor 

culturii in vitro și mutagenezei experimentale, ceea ce a contribuit la elaborarea procedeului de obținere și 

evidențiere a variabilității, fapt ce permite eficientizarea procesului de ameliorare și crearea de noi somaclone 

cu randamente sporite. 

Semnificaţia teoretică. Studiul realizat a permis obținerea datelor noi ce confirmă principiul totipotenței 

celulare și descriu particularitățile embriogenezei și regenerării in vitro a plantelor de triticale prin sporirea 

instabilității genomului de către razele gama. În baza cercetărilor fenologice, biometrice, citologice și 

molecular-genetice a fost argumentată variabilitatea somaclonală și posibilitatea sporirii diversității genetice la 

triticalele hexaploide. 

Valoarea aplicativă. Ca rezultat al cercetărilor științifice a fost optimizată metoda de utilizare a radiației gama 

în cultura de țesuturi la triticale pentru a diversifica spectrul variabilității genetice somaclonale. S-a stabilit 

efectul radiației ionizante asupra proceselor de calusogeneză, morfogeneză și regenerare de plantule. A fost 

determinat gradul de influență a razelor gama comparativ cu cultura in vitro asupra manifestării unor caractere 

cantitative la somaclonele de triticale, în baza rezultatelor s-a demonstrat posibilitatea majorării variabilității 

genetice. S-a identificat spectrul polimorfic și modul de moștenire al ampliconilor RAPD la somaclonele a 3 

genotipuri de triticale. Estimarea coeficientului heritabilității a caracterelor cantitative la triticale, permite de a 

prognoza eficient și veridic selectarea celor mai valoroase somaclone, care pot fi antrenate în procesul de 

ameliorare. 

Implementarea rezultatelor ştiinţifice. Datele obținute privind asocierea mutagenezei experimentale și 

culturii in vitro a embrionilor de triticale în vederea sporirii variabilității somaclonale au servit în calitate de 

material științifico-didactic pentru cursul de genetică și biotehnologie. Somaclonele SC2-SC3 ale genotipurilor 

Ingen 93 (in vitro și RAD) și 188 TR 5021 (RAD) au fost depuse în Banca de gene a Laboratorului Resurse 

genetice vegetale și transmise grupului de cercetători Genetica și ameliorarea cerealelor păioase a laboratorului 

Genetică aplicată din cadrul IGFPP al USM pentru includerea acestora în programele de ameliorare, fiind 
considerate de perspectivă.  
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ANNOTATION 

Ciobanu Renata "Somaclonal and radiation – induced variability in triticale in vitro", PhD 

thesis in biological sciences, Chisinau, 2023. 

Structure of the thesis: the thesis includes introduction, 4 chapters, general conclusions and 

recommendations, bibliography composed of 380 titles, 8 annexes, 123 pages of basic text, 43 figures, 31 

tables. The obtained results are published in 16 scientific papers. 

Keywords: in vitro culture, gamma radiation, somaclonal and induced variability, chromosomal aberrations, 

polymorphism of DNA fragments, somaclones, quantitative traits.  

Field of study: 162.01 – Plant Genetics 

The aim of there search: consists in the study of radiation-induced somaclonal variability in triticale culture 

in vitro, the highlighting of the biomorphological particularities and the estimation of the genetic variability for 

the selection of forms with valuable characters for improvement. 

Objectives: the selection and optimization of the culture medium for the initiation of callusogenesis and the 

indirect regeneration of seedlings from mature triticale embryos; estimation of the frequency and spectrum of 

chromosomal aberrations induced in in vitro culture in callus cells; evaluation of the effect of gamma ray doses 

in triggering the mutational process to diversify the spectrum of genetic variability in in vitro culture; 

establishing the influence of gamma rays on callusogenesis, morphogenesis and seedling regeneration; analysis 

of somaclonal variability, determination of the degree of influence of gamma rays and in vitro culture on 

quantitative traits in triticale somaclones; evaluation of the genetic variability of somaclones by highlighting 

the genetic polymorphism using the RAPD analysis technique; evaluation of the variance and genetic 

parameters of some quantitative traits in triticale somaclones. 

Scientific novelty and originality: the complex study of the in vitro response of mature triticale embryos 

allowed obtaining fundamentally new results regarding the increase of somaclonal variability based on the 

replacement of genome instability by the application of gamma rays. The results regarding the changes in 

callusogenesis, morphogenesis and regeneration provide theoretical and practical foundations in the 

elucidation of the mechanisms that ensure totipotency and determine cell proliferation. The molecular-genetic 

study of the polymorphism of RAPD amplicons in triticale somaclones demonstrates the efficiency of the 

application of in vitro culture and ionizing radiation in the generation of genetic variability in plants with 

complex genomes. The innovative approach in the evaluation of regenerants based on the analysis of the 

variance and the level of heritability of quantitative characters highlighted the genetic and environmental 

effects in the prediction of genotypes with valuable traits. 

Important scientific problem solved: consists in the scientific substantiation of the potential for inducing 

genetic variability by implementing the techniques of in vitro culture and experimental mutagenesis, which 

contributed to the development of the procedure for obtaining and highlighting the variances, a fact that allows 

the improvement process to be made more efficient and the creation of new somaclones with increased yields . 

The theoretical significance of work: the study made it possible to obtain new data that confirm the principle 

of cellular totipotency and describe the particularities of embryogenesis and in vitro regeneration of triticale 

plants by increasing the instability of the genome by gamma rays. Based on phenological, biometric, 

cytological and molecular - genetic researches, somaclonal variability and the possibility of increasing genetic 

diversity in hexaploid triticale were argued. 

Applicative value: as a result of scientific research, the method of using gamma radiation in triticale tissue 

culture was optimized to diversify the spectrum of somaclonal genetic variability. The effect of ionizing 

radiation on the processes of callusogenesis, morphogenesis and seedling regeneration was determined. The 

degree of influence of gamma rays compared to in vitro culture on the manifestation of some quantitative traits 

in triticale somaclones was determined, based on the results it was demonstrated the possibility of increasing 

the genetic variability. The polymorphic spectrum and mode of inheritance of RAPD amplicons in somaclones 

of 3 triticale genotypes were identified. Estimating the heritability coefficient of the cantitative characters in 

triticale, allows to efficiently and truthfully forecast the selection of the most valuable somaclones, which can 

be trained in the breeding process. 

Implementation of scientific results: The data obtained regarding the association of experimental 

mutagenesis and in vitro culture of triticale embryos in order to increase somaclonal variability served as 

scientific-didactic material for the genetics and biotechnology course. The SC2 - SC3 somaclones of the 

genotypes Ingen 93 (in vitro and RAD) and 188 TR 5027 (RAD) were deposited in the Genebank of the 

Laboratory of Plant Genetic Resources and forwarded to the research group Genetics and Breeding of Grass 

Grains of the Laboratory of Applied Genetics of the IGPPP of the MSU for their inclusion in the improvement 
programs, being considered perspective. 
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АННОТАЦИЯ  

Чёбану Рената «Сомаклональная и радиационно-индуцированная изменчивость тритикале in vitro», 

Диссертация на соискание ученой степени доктора биологических наук, Кишинэу, 2023 

Структура диссертации: диссертация включает введение, 4 главы, общие выводы и рекомендации, 

библиографию из 380 названия, 8 приложений, 123 страниц основного текста, 43 рисункa, 31 таблиц. 

Полученные результаты опубликованы в 16 научных работ. 

Ключевые слова: культура in vitro, гамма-излучение, сомаклональная и индуцированная изменчивость, 

хромосомные аберрации, полиморфизм фрагментов ДНК, сомаклоны, количественные признаки. 

Область исследования: 162.01 – Генетика растений 

Цель исследования: изучение сомаклональной изменчивости, индуцируемой в культуре in vitro тритикале, 

выявление биоморфологических особенностей и оценка генетической изменчивости для отбора форм с 

ceлекционно- ценными признаками. 

Задачи исследования: подбор и оптимизация питательных сред для инициации каллусогенеза и 

регенерации проростков из зрелых зародышей тритикале; оценка частоты и спектра хромосомных 

аберраций, индуцированных в культуре in vitro в каллусных клетках; оценка влияния доз гамма-излучения 

на инициирование мутационного процесса для диверсификации спектра генетической изменчивости в 

культуре in vitro; установление влияния гамма-лучей на каллусогенез, морфогенез и регенерацию 

проростков; анализ сомаклональной изменчивости, определение степени влияния гамма-излучения и 

культуры in vitro на количественные признаки сомаклонов тритикале; оценка генетической изменчивости 

сомаклонов путем выделения генетического полиморфизма с использованием методики RAPD-анализа; 

оценка дисперсии и генетических параметров некоторых количественных признаков у сомаклонов 

тритикале. 

Научная новизна и оригинальность: комплексное изучение реакции in vitro зрелых зародышей тритикале 

позволило получить принципиально новые результаты относительно повышения сомаклональной 

изменчивости на основе увеличения нестабильности генома применением гамма-лучей. Результаты, 

касающиеся изменений в каллусогенезе, морфогенезе и регенерации, создают теоретическую и 

практическую основу для выяснения механизмов, обеспечивающих тотипотентность и определяющих 

пролиферацию клеток. Молекулярно-генетическое изучение полиморфизма RAPD-ампликонов в 

сомаклонах тритикале демонстрирует эффективность применения культуры in vitro и ионизирующего 

излучения для формирования генетической изменчивости у растений со сложным геномом. Инновационный 

подход в оценке регенерантов, основанный на анализе дисперсии и уровня наследуемости количественных 

признаков, позволил выделить эффекты среды и генетические для прогнозирования генотипов с ценными 

признаками. 

Полученные результаты, способствующие решению важной задачи, заключаются в научном 

обосновании возможности индуцирования генетической изменчивости путем использования методов 

культивирования in vitro и экспериментального мутагенеза, что способствовало разработке методики 

индуцирования и оценки изменчивости для повышения эффективности селекционного процесса и создания 

новых сомаклонов с повышенной продуктивностью. 

Теоретическое значение. Исследование позволило получить новые данные, подтверждающие принцип 

клеточной тотипотентности и характеризующие особенности эмбриогенеза и регенерации in vitro тритикале 

путем увеличения нестабильности генома под действием гамма-лучей. На основании фенологических, 

биометрических, цитологических и молекулярно-генетических исследований доказана сомаклональная 

изменчивость и возможность увеличения генетического разнообразия у гексаплоидноых тритикале. 

Прикладное значение. В результате научных исследований оптимизирован метод использования гамма-

излучения в культуре тканей тритикале для диверсификации спектра сомаклональной генетической 

изменчивости. Установлено влияние ионизирующего излучения на процессы каллусогенеза, морфогенеза и 

регенерации проростков. Определена эффективность влияния гамма-лучей по сравнению с культурой in 

vitro на проявление некоторых количественных признаков у сомаклонов тритикале, на основании 

полученных результатов показана возможность повышения генетической изменчивости. Выявлены 

полиморфный спектр и характер наследования RAPD-ампликонов в сомаклонах трех генотипов тритикале. 

Оценка коэффициента наследуемости количественных признаков у тритикале позволяет эффективно и 

достоверно прогнозировать отбор наиболее ценных сомаклонов, которые могут быть вовлечены в 

селекционный процесс. 

Внедрение научных результатов. Полученные данные об объединении экспериментального мутагенеза и 

культивирования in vitro зародышей тритикале с целью повышения сомаклональной изменчивости 

послужили научно-методическим материалом для курса генетики и биотехнологии. Сомаклоны SC2-SC3 

генотипов Ingen 93 (in vitro и RAD) и 188TR 5021 (RAD), как перспективные генотипы, переданы в Генбанк 

Лаборатории Генетических ресурсов растений и в научную группу «Генетика и селекция злаков» 

лаборатории Прикладной генетики ИГФЗР МГУ для использования в селекционных программах. 
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INTRODUCERE 

Actualitatea și importanța temei 

Securitatea alimentară în condițiile unei explozii demografice este una dintre cele mai 

dificile probleme globale. Tehnologiile moderne intensive pentru cultivarea plantelor agricole au 

atins limitele „saturației” în mai multe aspecte: 

- ecologic (poluarea mediului natural și suprimarea mecanismelor de autoreglare a 

acestuia); energetic (creștere exponențială a costului energiei neregenerabile pentru fiecare 

unitate suplimentară de producție); 

- productiv (creșterea în continuare a dozelor de îngrășăminte cu azot și a ratelor de 

irigare duce la inhibarea dezvoltării plantelor cultivate, a organismelor din sol, reduce rezistența 

agrocenozelor la stresul abiotic și biotic, atingerea indicelui maxim de randament pentru multe 

culturi) [379]. 

Alegerea triticalelor ca obiect de studiu este asociată cu o combinație unică în această 

cultură a unui număr de caracteristici economice și biologice inerente speciilor originale - grâu și 

secară. Aceste însușiri includ un randament ridicat al cerealelor și al masei verzi, proprietăți 

adaptive crescute (rezistență ridicată la iernat, rezistență la secetă, nesolicitare la sol), imunitate 

complexă la boli fungice, conținut ridicat de proteine și lizină, precum și alți nutrienți [200; 273]. 

Datorită spectrului larg de utilizare al triticalelor (alimentație umană, hrana animalelor, 

producția de biocombustibil) este extrem de importantă îmbunătățirea constantă a formelor 

existente și crearea de noi soiuri [200]. Pentru ameliorarea triticalelor, este necesară îmbogățirea 

fondului genetic al acestei culturi și creșterea eficienței selecției printr-o varietate de metode. 

Actualmente un rol important este atribuit metodelor clasice de ameliorare cu tehnici 

moderne de cercetare și studii comparative la nivel morfologic, fiziologic, genetic și molecular. 

Ca strategie, integrarea tehnicilor de cultură de țesuturi cu programele de ameliorare oferă un 

potențial semnificativ pentru creșterea diversității genetice a culturilor. Prin urmare, 

biotehnologiile in vitro pot fi o soluție potențială pentru manipularea caracterelor, îmbogățirea 

bazei genetice și recuperarea variației dorite [61]. 

Inducerea mutațiilor este în prezent o strategie bine stabilită în ameliorarea plantelor care 

poate suplimenta germoplasmele existente și îmbunătăți soiurile cu anumite calități. Ca rezultat 

al mutațiilor, somaclonele obținute pot deține noi combinații alelice, care la rândul lor 

condiționează ameliorarea caracterelor utile. Actualmente în baza de date FAO/IAEA sunt 

înregistrate peste 3.200 de soiuri de plante, care au fost produse prin mutageneză [109; 307].  
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Mutageneza indusă in vitro cu ajutorul razelor gama este cea mai eficientă alternativă 

pentru schimbarea fundalului genomic, pentru creșterea frecvenței genelor sau alelelor dorite, 

generând tipuri de mutații specifice, crescând artificial diversitatea genetică a trăsăturilor 

importante din punct de vedere agronomic în programele de ameliorare a plantelor cu frecvență 

mai mare decât mutațiile spontane [33; 77; 181; 226; 330].  

Evaluarea variabilității genetice constituie un aspect important în studiile fundamentale, 

care evidențiază eterogenitatea, efectele mutaționale și recombinaționale, interacțiunea genelor și 

efectele reciproce, precum și în studiile aplicative, care permit selectarea genotipurilor pentru 

obținerea rezultatelor cu eficacitate sporită în programele de ameliorare ale cerealelor [77]. 

Cultivarea triticalelor în Republica Moldova a început încă din anii '70 a secolului trecut. 

Dezvoltarea activă a modelelor genetice și de ameliorare pentru obținerea materialului inițial și 

crearea de noi soiuri de triticale a fost realizată cu succes pe parcursul anilor de mai mulți 

cercetători [25; 375]. În legătură cu schimbările climatice înregistrate în ultimii ani (fiecare al 

doilea - treilea an fiind an secetos), problema creșterii capacității de adaptare a culturilor agricole 

este extrem de importantă, iar cultura de triticale în Republica Moldova a căpătat o semnificaţie 

economică recunoscută pentru alimentaţia umană, industrie şi furajarea animalelor [26; 372]. 

Utilizarea variabilității somaclonale induse de radiație în cultura in vitro la triticale nu 

este valorificată pe deplin, iar studierea mutațiilor apărute poate contribui la facilitarea 

procesului de selectare a genotipurilor cu caractere valoroase din punct de vedere economic. 

Rezultatele prezentate în lucrare pot oferi noi perspective în crearea noilor varietăți de 

triticale cu productivitate sporită, cu caractere cantitative și calitative îmbunătățite prin 

implementarea mutagenezei induse în cultura in vitro. 

Scopul lucrării constă în studiul variabilității somaclonale induse de radiație în cultura in 

vitro la triticale, evidențierea particularităților biomorfologice şi estimarea variabilității genetice 

în selectarea formelor cu caractere valoroase pentru ameliorare. 

Obiectivele cercetării: 

• selectarea și optimizarea mediilor de cultură pentru inițierea calusogenezei și regenerării 

indirecte de plantule din embrioni maturi de triticale; 

• estimarea frecvenței și spectrului aberațiilor cromozomiale induse în cultura in vitro la 

celulele calusale; 

• evaluarea efectului dozelor razelor gama în declanșarea procesului mutațional pentru 

diversificarea spectrului variabilității genetice în cultura in vitro; 



15 
 

• stabilirea influenței razelor gama asupra calusogenezei, morfogenezei și regenerării de 

plantule; 

• analiza variabilității somaclonale, determinarea gradului de influență a razelor gama și 

culturii in vitro asupra caracterelor cantitative la somaclonele de triticale; 

• evaluarea variabilității genetice a somaclonelor prin evidențierea polimorfismului genetic, 

utilizând tehnica de analiză moleculară RAPD; 

• aprecierea varianței și a parametrilor genetici a unor caractere cantitative la somaclonele 

de triticale. 

Ipoteza de cercetare este bazată pe definițiile conceptuale ale variabilității care este 

condiționată de factori genetici, epigenetici și de mediu, cu posibilitatea de amplificare prin 

utilizarea razelor gama în complex cu cultura in vitro.  

Rezultatele obținute care contribuie la soluționarea unei probleme ştiinţifice 

importante constau în fundamentarea științifică a potențialului de inducere a variabilității 

genetice prin implementarea tehnicilor culturii in vitro și mutagenezei experimentale, ceea ce a 

contribuit la elaborarea procedeului de obținere și evidențiere a variabilității, fapt ce permite 

eficientizarea procesului de ameliorare și creare de noi somaclone cu randamente sporite. 

Sinteza metodologiei de cercetare și justificarea metodelor de cercetare alese. Studiul 

ştiinţific şi metodologia cercetării, care includ metode și tehnici justificative, selectate în cadrul 

acestei lucrări au permis soluționarea obiectivelor propuse. Pentru inducerea variabilității 

somaclonale a fost utilizată metoda culturii in vitro (elaborarea algoritmului de la mediile 

nutritive pentru inițierea culturii in vitro și regenerării de plantule) și mutageneza experimentală 

(prin iradiere cu raze gama). Cu ajutorul metodelor biometrice au fost evaluate caracterele 

cantitative ale somaclonelor de triticale. Estimarea variabilității genetico-moleculare a fost 

realizată prin analiza RAPD, tehnică rapidă de identificare a polimorfismului genomic, utilizând 

12 primeri arbitrari. Similaritatea genetică a genotipurilor a fost stabilită în baza distanțelor 

genetice și a indicilor de similaritate prin metoda construirii dendrogramelor de repartiție. 

Aprecierea rolului genotipului, culturii in vitro, radiației gama și interacţiunii acestor factori ca 

surse de variaţie a caracterelor cantitative a fost bazată pe analiza mono- şi bifactorială a 

varianţei ANOVA. Prelucrarea statistică a datelor s-a efectuat cu ajutorul pachetului de programe 

Statgraphics Plus 5.0. 

Strategia de cercetare prezentată în lucrarea de față poate fi aplicată cu succes asupra 

studiului pentru diferite specii cerealiere, inclusiv cu genom complex, în scopul selectării, 

identificării și introducerii în cultură a formelor cu caractere economic valoroase. 
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Semnificaţia teoretică. Studiul realizat a permis obținerea datelor noi ce confirmă 

principiul totipotenței celulare și descriu particularitățile embriogenezei și regenerării in vitro a 

plantelor de triticale prin sporirea instabilității genomului de către razele gama. În baza 

cercetărilor fenologice, biometrice, citologice și molecular-genetice a fost argumentată 

variabilitatea somaclonală și posibilitatea sporirii diversității genetice la triticalele hexaploide. 

Valoarea aplicativă a lucrării. Ca rezultat al cercetărilor științifice a fost optimizată 

metoda de utilizare a radiației gama în cultura de țesuturi la triticale pentru a diversifica spectrul 

variabilității genetice somaclonale. S-a stabilit efectul radiației ionizante asupra proceselor de 

calusogeneză, morfogeneză și regenerare de plantule. A fost determinat gradul de influență a 

razelor gama comparativ cu cultura in vitro asupra manifestării unor caractere cantitative la 

somaclonele de triticale, în baza rezultatelor s-a demonstrat posibilitatea majorării variabilității 

genetice. S-a identificat spectrul polimorfic și modul de moștenire al ampliconilor RAPD la 

somaclonele a 3 genotipuri de triticale. Estimarea coeficientului heritabilității caracterelor 

cantitative la triticale, permite de a prognoza eficient și veridic selectarea celor mai valoroase 

somaclone, care pot fi antrenate în procesul de ameliorare. 

Aprobarea rezultatelor ştiinţifice 

Cercetările realizate și datele obținute au fost prezentate și discutate anual la ședințele 

Consiliilor științifice al Institutului de Genetică, Fiziologie și Protecție a Plantelor (IGFPP), 

precum și în cadrul întrunirilor științifice naționale și internaționale de specialitate: Conferința 

științifică în memoria academicianului Boris Matienco, „Structura și funcționalitatea sistemelor 

biologice – diversitate și universalitate”, 17 noiembrie 2011, Chişinău; Simpozionul ştiinţific 

naţional cu participare internaţională „Biotehnologii avansate – realizări şi perspective”, Ediția. 

III, 24 - 25 octombrie 2013, Chişinău; Conferința științifică internațională „Genetica, fiziologia 

şi ameliorarea plantelor”, Ediția V, 23 - 24 octombrie 2014, Chişinău; Simpozionul ştiinţific 

naţional cu participare internaţională „Biotehnologii avansate – realizări şi perspective”, Ediția. 

IV, 3 - 4 octombrie 2016, Chişinău; Conferința științifică cu participare internațională 

„Biodiversitatea în contextul schimbărilor climatice”, Ediția II, 23 noiembrie 2018, Chișinău; 

Conferința științifică națională cu participare internațională „Ştiinţele vieţii în dialogul 

generațiilor: conexiuni dintre mediul academic, universitar și de afaceri”, 21 - 22 octombrie 

2019, Chişinău; Simpozionul ştiinţific internaţional „Biotehnologii avansate – realizări şi 

perspective”, Ediția V, 21 - 22 octombrie 2019, Chişinău; Conferința Științifico - practică cu 

participare internaţională „Realizări științifice în ameliorare și tehnologii inovative la culturile 

cerealiere în contextul schimbărilor climaterice”, 4-5 septembrie 2020, Pașcani; Conferința 

științifică internațională „Genetica, fiziologia şi ameliorarea plantelor”, Ediția VII, 4-5 octombrie 

https://ibn.idsi.md/collections_list?filter=event_level&option=2&sortBy=title&sort=ASC
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2021, Chişinău; The National Conference with international participation „Life sciences in the 

dialogue of generations: connections between universities, academia and business community”, 

Ediția II, 29 - 30 septembrie 2022, Chişinău; Simpozionul ştiinţific internaţional „Biotehnologii 

avansate – realizări şi perspective”, Ediția VI, 3 - 4 octombrie 2022, Chişinău.  

Sumarul compartimentelor tezei 

Lucrarea cuprinde adnotarea prezentată în limbile – română, engleză şi rusă, lista 

abrevierilor, tabelelor și figurilor, introducere, patru capitole, concluzii generale şi recomandări 

practice, bibliografie, anexe, acte de implementare a rezultatelor științifice, declaraţia privind 

asumarea răspunderii şi CV.  

În Introducere se argumentează actualitatea şi importanţa problemei abordate, sunt 

formulate scopul şi obiectivele tezei, noutatea ştiinţifică a rezultatelor obţinute, importanţa 

teoretică şi valoarea aplicativă a lucrării, aprobarea rezultatelor şi este inclus sumarul 

compartimentelor tezei.  

Capitolul I „Concepte genetice de sporire a variabilității genetice la plantele de 

cultură” conține analiza datelor din literatura de specialitate privind importanța variabilității 

somaclonale la plante. Este expusă importanța utilizării marcherilor morfologici, citologici, 

biochimici și moleculari în vederea identificării, ameliorării şi introducerii în cultură a formelor 

noi de triticale cu caractere economic valoroase. Prin urmare, acest capitol s-a axat pe 

următoarele aspecte: răspândirea și valoarea economică a triticalelor; sinteza cercetărilor privind 

fenomenul de inducere in vitro a variabilității genetice, evidențierea mecanismelor de inducere a 

variabilității și a factorilor majori care influențează variațiile somaclonale induse la plantele 

derivate prin culturi in vitro și mutageneză experimentală.  

Capitolul II „Caracteristica materialului biologic și metodelor de cercetare” include 

obiectul de studiu și descrierea metodologiei de cercetare utilizată pentru realizarea studiului: 

metode biotehnologice (prepararea mediilor nutritive, inocularea explantelor, subcultivarea 

calusului, aclimatizarea plantulelor), metode morfometrice (observații fenologice și analiza 

caracterelor cantitative), citologice (determinarea cotei celulelor cu aberaţii în mitoză), 

moleculare (extragerea ADN, amplificarea și electroforeza) prin genotiparea RAPD privind 

estimarea polimorfismului și descrierea variabilității, precum şi aplicarea metodelor statistice de 

prelucrare a datelor experimentale. 

Capitolul III „Aprecierea potențialului morfogenetic și regenerativ al genotipurilor 

de triticale în cultura in vitro” include rezultatele privind selectarea și optimizarea mediilor de 

cultură pentru inițierea calusogenezei și regenerării de plantule. Sunt evidențiate influența 

interacțiunii factorilor „genotip” - „vârsta explantului” asupra frecvenței calusogenezei, 
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descrierea capacității de regenerare. Conține studiul activității mitotice asupra cotei celulelor 

calusale cu aberații cromozomiale induse de cultura in vitro. Este descris efectul dozelor de 

iradiere cu raze gama declanșat în celulele calusale, asupra acumulării masei calusale și 

procesului de formare a lăstarilor; apreciată influența mutagenezei fizice asupra frecvenței 

morfogenezei și obținerii de regeneranți. 

Capitolul IV „Caracteristica morfologică a genotipurilor de triticale obținute prin 

mutageneza fizică și cultura in vitro” conține rezultatele evaluării caracterelor biomorfologice 

(talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numărul de boabe/spic, 

greutatea boabelor și masa a 1000 boabe) în descrierea somaclonelor SC1 și SC2 de triticale 

obținute prin iradierea gama și cultura in vitro. Sunt analizate profilurile electroforetice ale 

ampliconilor RAPD la variantele incluse în cercetare și martor în baza a 12 primeri arbitrari. 

Apreciată variabilitatea caracterelor cantitative și stabilită puterea de influență a genotipului, 

razelor gama, culturii in vitro și interacțiunii lor ca sursă de variație. Include rezultate privind 

estimarea varianței și a parametrilor genetici (variația genotipică și fenotipică, coeficientul de 

variație fenotipic și genotipic, heritabilitatea și avantajul genetic) a unor caractere cantitative 

descrise pentru somaclonele SC1 și SC2 de triticale. 

Publicaţiile la tema tezei. Rezultatele obţinute sunt reflectate în 16 lucrări ştiinţifice: 1 articol în 

revistă din baza de date SCOPUS, 1 articol în revistă din Registrul Naţional al revistelor de 

profil, 8 articole în lucrările conferinţelor ştiinţifice naţionale și internaționale, 6 teze în lucrările 

conferinţelor ştiinţifice naționale și internaționale, 4 comunicări în cadrul unor manifestări 

ştiinţifice naţionale şi internaţionale. 

În Concluzii generale și Recomandări practice sunt prezentate concluziile studiului de 

față și a posibilităților de implementare în practică a rezultatelor obținute. 

Volumul şi structura tezei. Teza include adnotare, introducere, patru capitole, concluzii 

generale şi recomandări expusă pe 180 de pagini, inclusiv 43 figuri și 31 tabele. Bibliografia 

include 380 de surse din literatura de referință la tematica abordată, precum și 11 din cele mai 

importante lucrări științifice ale autorului. 
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1. CONCEPTE GENETICE DE SPORIRE A VARIABILITĂȚII GENETICE LA 

PLANTELE DE CULTURĂ 

1.1. Rolul și importanța variabilității genetice la plantele de cultură 

Evoluția plantelor de cultură, fie naturală, fie dirijată de om, se bazează în primul rând pe 

diversitatea genetică existentă în populație. Diversitatea care poate fi descrisă ca gradul de 

diferențiere între sau în interiorul speciilor, se află la baza tuturor programelor de amelorare a 

culturilor. Variabilitatea naturală și divergența dintre culturi au fost identificate pe scară largă și 

utilizate în îmbunătățirea speciilor de culturi de la începutul ameliorării sistematice a plantelor 

[20]. Cu toatea acestea, odată cu trecerea timpului, variabilitatea naturală s-a restrâns din cauza 

practicilor neregulate de reproducere, axate pe valorificarea doar a unor trăsături (randament, 

productivitate). De asemenea o influență negativă este condiționată de utilizarea frecventă doar a 

câtorva genotipuri selectate ca părinți în programul de dezvoltare a varietăților și introducerea 

unui număr limitat de linii remarcabile, ceea ce duce la o similaritate genetică crescută între 

soiurile moderne de culturi [66; 179]. 

Reducerea variabilității genetice și diversității dintre speciile plantelor de cultură 

provoacă îngrijorări serioase în rândul agricultorilor, deoarece devine extrem de dificilă 

ameliorarea în continuare a soiurilor de culturi pe fondalul creșterii permanente a cererii, 

condiționată de majorarea populației pe glob [276]. 

Degradarea mediului, creșterea excesivă, demografică și producțiile scăzute din 

agricultură din țările sărace ale lumii și distribuția inechitabilă a hranei, reprezintă cauzele 

majore ale insecurității alimentare. O pondere importantă o are și eroziunea diversității genetice 

a plantelor, care își extinde efectele și asupra șanselor de a identifica surse valoroase de gene 

pentru ameliorarea plantelor [20; 179]. 

Resursele genetice vegetale reprezintă un patrimoniu universal cu o valoare inestimabilă 

pentru întreaga omenire, devenind astfel de mare interes și actualitate [122]. Există informații 

care indică că 10% din speciile existente au primit denumiri științifice, reprezentând 250.000 – 

300.000 de specii [20]. Dintre acestea 20% asigură 90% din cerințele alimentare, iar 9 specii 

acoperă 75% din necesarul de alimente și numai 4 specii: orezul, grâul, porumbul și cartoful 

furnizează 60% din acest necesar [112]. Pe baza acestor date pot fi constatate cauzele care au 

generat eroziunea genetică a multor resurse genetice vegetale. Astfel, numai 7000 de specii au 

fost domesticite până în prezent din numărul inițial de cca 300.000 de specii vasculare, fiind 

cultivate de oameni de-a lungul mileniilor în diferite scopuri. Asigurarea alimentară pentru hrană 

este oferită de 30 de specii de plante, care asigură 98% din necesitățile nutritive. Anual apare un 

număr redus de varietăți noi, de plante cultivate, care pot fi utilizate în asigurarea securității 
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alimentare. Pentru necesitățile populației, reprezentată de peste șapte miliarde de oameni și mai 

ales pentru cele 9-10 miliarde care sunt estimate pentru anii 2050, resursele alimentare trebuie să 

crească semnificativ. Una din soluțiile pentru asigurarea acestui obiectiv este creșterea 

substanțială a potențialului de producție a culturilor nou create pentru atingerea performanțelor 

de înalt nivel. Un rol important o are valoarea materialului genetic ce trebuie utilizat și 

eficientizarea metodelor și tehnicilor de lucru în activitatea de ameliorare [122]. 

Interesul pentru stabilitatea producției agricole și a siguranței alimentare, a încurajat 

conservarea și utilizarea resurselor genetice vegetale, constituind în același timp sursa 

schimbărilor dramatice în cercetarea agricolă, mai ales în domeniile geneticii, fiziologiei, 

fitopatologei și biochimiei [74; 236]. 

Diversitatea genetică devine mai importantă în contextul schimbărilor climaterice, 

deoarece poate servi drept sursă pentru multe caractere noi care conferă rezistență la stresurile 

biotice și abiotice. Variabilitatea genetică este baza heterozisului și segregării transgresive. 

Progresele recente în biotehnologie se datorează tehnicilor care pot fi utile activității 

amelioratorilor de plante, pentru a îmbunătăți calitatea soiurilor și, de asemenea să genereze o 

nouă variabilitate genetică. Pentru a elimina dezavantajele soiurilor comerciale și dezvoltarea de 

genotipuri noi, devin necesare crearea liniilor performante, extinderea diversității și utilizarea 

ulterioară a acesteia. Mai mulți autori s-au axat pe aspecte vitale, cum ar fi schimbările în 

diversitatea genetică în cadrul ameliorării plantelor [122], vulnerabilitatea genetică a soiurilor 

moderne de cultură [179], conservarea și utilizarea resurselor genetice [236; 276], evaluarea 

diversității genetice, folosind marcheri moleculari [223] și estimarea diversității genetice prin 

instrumente statistice [57]. 

Termenul „variabilitate” se referă la schimbarea unuia sau mai multor însușiri 

morfologice, fiziologice, biochimice, ecologice ale organismelor vii sub acțiunea mediului și a 

factorilor genetici [74]. Procese precum mutația, încrucișarea aleatoare, fertilizarea și duplicarea 

genelor pot introduce noi gene și alele, crescând astfel variabilitatea genetică. Mutațiile aleatoare 

pot fi ereditare sau neereditare, mutaţiile ereditare benefice exercitând o influenţă mare asupra 

variaţiilor genetice ale organismelor vii. De asemenea, fluxul de gene este un mijloc de a 

introduce noi alele într-o populație și, prin urmare, de a lărgi diversitatea genetică a organismelor 

vii. Variabilitatea genetică oferă linia de bază pentru diversitatea genetică, un termen mai larg 

care reflectă gradul/cantitatea de variație existentă în cadrul unei populații [66]. Populațiile 

existente dețin un potențial limitat de adaptarela condițiile climatice variate și sunt predispuse la 

degradare sau chiar la dispariție, ceea ce argumentează rolul variabilității genetice drept sursă de 

selecție naturală, în evoluția organismelor vii [20]. 
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Diversitatea genetică a culturilor este elementul de bază al ecosistemului agroclimatic 

inteligent pentru a asigura disponibilitatea alimentară durabilă și, prin urmare, pentru a atenua 

foamea și sărăcia [66; 133]. În acest context, noi surse de alele dorite sunt exploatate din speciile 

sălbatice, precum și din speciile de culturi și mutanții strâns înrudite. Prin urmare, pentru 

obiectivele de reproducere în continuă schimbare, este imperativ de a conserva materialul 

biologic ca sursă de germoplasmă [20]. 

Agricultura a progresat odată cu perfecționarea metodelor de ameliorare a plantelor, și 

introducerea soiurilor moderne, care treptat au luat locul populațiilor locale [122]. Acest 

fenomen a condus la stocarea ex situ a vechilor culturi, formându-se colecții valoroase de 

germoplasmă. Materialul semincer conservat în Băncile de gene deține date despre caracteristica 

morfologică, fiziologică, biochimică și moleculară, ceea ce permite de a oferi cercetătorilor un 

material inițial de ameliorare cu însușiri bine cunoscute, având ca rezultat obținerea de soiuri 

moderne de calitate superioară și rezistență sporită la factorii de stres biotic și abiotic [66; 74]. 

Metode de evaluare a diversităţii genetice a plantelor de cultură. Diversitatea 

genetică a plantelor rezultă din variațiile secvențelor de nucleotide a ADN-ului la specii. O mică 

parte a secvențelor de nucleotide se poate schimba datorită unor mutații care pot fi observate în 

variația proteinelor și în polimorfismul marcherilor, variația caracterelor morfologice, fiziologice 

și a caracterelor agronomice îmbunătățite în soiurile noi create [74; 143]. Evaluarea și distribuția 

divergenței genetice reprezintă linia de bază a conservării și exploatării variabilității genetice în 

interiorul și între speciile de cultură [79]. Inițial, mai frecvent au fost marcheri morfometrici, 

citologici și biochimici utilizați pentru a evalua amploarea asemănărilor și diferențelor dintre 

germoplasma culturilor. Marcherii genetici și moleculari au fost dezvoltați în era genomică și 

post-genomică și acum sunt utilizați pentru estimarea variabilității genetice a culturilor [74; 223]. 

Marcherii morfologici se bazează pe evaluarea fenotipului, care este rezultatul 

interacțiunilor genotipului cu mediul, și poate fi modificat în anumite proporții de diferiți factori 

de mediu. S-a constatat că variația genetică contribuie semnificativ la variația fenotipică și 

produce doua tipuri principale de caractere: caractere cantitative și caractere calitative. 

Evaluarea trăsăturilor fenotipice a plantelor cultivate în seră sau câmp a fost folosită de 

multă vreme pentru selecția diferitelor plante de cultură [36]. Caracterizarea morfometrică 

eficientă implică plantarea în câmp a unui număr mare de plante după un design specific de 

aranjament. Trăsăturile morfologice sunt înregistrate la creșterea vegetativă (procent de 

germinație, numărul de frunze, noduri, indicele suprafeței frunzelor, culoarea frunzei, grosimea 

tulpinii etc.), creșterea reproductivă (zile până la înflorire, zile până la maturitate, culoarea florii, 

morfologie etc.) și stadiul de maturitate (înălțimea plantei, randament, biomasă uscată și greutate 
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boabe etc.) [161]. Caracterizarea fenotipică este esențială în screeningul plantelor tolerante la 

stres. Caracterizarea morfofiziologică dependentă de stadiul de creștere oferă o linie de bază 

pentru amelioratori pentru a dezvolta diverse genotipuri cu atribute tolerante la stres [143]. În 

plus, datele fenotipice de bună calitate stau la baza noilor abordări genomice și moleculare 

pentru asigurarea bazei moleculare a trăsăturilor cantitative complexe, cum ar fi randamentul, 

rezistența la boli etc. [104]. Marcherii morfologici au o limitare a expresiei întârziate până la 

stadiul specific de dezvoltare al plantei. Mai mult, interacțiunile genotip x mediu, precum și alți 

factori, de exemplu infecțiile virale, fac marcherii morfologici mai puțin eficienți decât alte tipuri 

de marcheri. Cercetările efectuate la orz, au demonstrat influenţa virusului mozaicului dungat al 

orzului (VMDO) asupra manifestării caracterelor cantitative (talia plantei, lungimea spicului 

principal, lungimea ultimului internod, numărul de boabe/spic şi fraţi fertili/plantă, numărul 

internodurilor). S-a constatat VMDO induce repercusiuni cu o putere maximală în prima 

generaţie pentru talia plantei, lungimea ultimului internod, păstrând o amplitudine de variație 

majoră și în generația a treia și reprezintă pentru orzul de primăvară o sursă semnificativă de 

variație [16].  

Marcherii citologici sunt utilizați pentru evaluarea resurselor genetice vegetale pe baza 

numărului și morfologiei cromozomilor plantelor [192]. Marcherii citologici permit descrierea 

cariotipului prin bandări cromozomiale și includ repetări, deleții, translocări, inversiuni. Acești 

marcheri sunt legați de variațiile morfologice ale mărimii cromozomilor, formei, numărului, 

lungimii, raportului brațelor, volumului, comportamentului în diviziunile celulare și conținutul 

de ADN etc. [176; 246]. Modelele de benzi G, Q, R și C ale cromozomilor indică regiuni ale 

cromatinei care sunt colorate cu ajutorul diferiților coloranți fluorescenți, precum clorhidratul de 

quinacrină (benzi Q) și colorația Giemsa (benzi G) [229]. Prezența sau absența unei benzi 

cromozomiale este asociată cu trăsăturile specifice. Acestea sunt folosite pentru a detecta 

mutațiile citologice și urmări aranjamentele cromozomiale evolutive [31]. Progrese au fost 

obținute prin îmbinarea hărților citologice și moleculare și introducerea metodei hibridizării 

fluorescente in situ (FISH), ce asigură cartografierea conținutului nuclear direct pe cromozomi și 

identificarea conținutului de proteine al unei celule. O variantă mai avansată de hibridizare in 

situ este „hibridizarea genomului in situ (Genomic in situ hybridization) - GISH”, ce utilizează 

ADN-ul genomic total al plantei ca sondă. Atât GISH, cât și FISH sunt instrumente puternice 

pentru a caracteriza introgresiunile la speciile de culturi și pentru a diseca structura genetică a 

hibrizilor naturali și artificiali [168]. Cu toate acestea, marcherii citologici au o utilizare limitată 

în estimarea diversității genetice datorită numărului lor limitat și tehnicilor laborioase. 
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Marcherii biochimici au fost printre cei mai folosiți marcheri pentru evaluarea variațiilor 

între și în cadrul speciilor de cultură înainte de apariția marcherilor moleculari/ADN. Formele 

alternative de proteine (izozime) prezintă modele specifice de bandă pe electroforeza în gel, 

datorită variațiilor în mobilitatea proteinelor bazate pe sarcină [156]. Izozimele sunt produse ale 

diferitelor alele, poziția lor poate fi mapată pe cromozomi și, prin urmare, pot fi utilizate pentru 

cartarea unor gene. Analiza proteinelor/izozimelor este încă printre metodele simple, rapide și 

ieftine și se potrivește bine în proiectele în care se dorește un nivel scăzut de estimare a 

diversității genetice. Deși marcherii proteici sunt mai fiabili decât marcherii morfologici, 

expresia lor depinde de stadiul de creștere a plantelor și este ușor influențată de mediu [73; 141]. 

Au fost evidențiate posibilităţile metodologice ale marcherilor proteici în identificarea efectului 

direct şi pleiotropic al genelor o2, su2 şi wx1, al dozelor acestor gene, precum şi depistarea rolului 

genomului formei materne în expresia genelor respective la combinaţiile hibride de porumb Zea 

mays L. [21]. 

Un instrument în studierea diversităţii genetice intraspecifice este selecţia asistată de 

marcheri moleculari, ce presupune evidențierea indivizilor ce prezintă regiuni implicate în 

expresia însușirilor de interes, prin urmare îmbunătăţirea calităţii culturilor, cu utilizarea 

marcherilor genetici. Identificarea şi descifrarea structurii diferitelor gene prin metodele 

biologiei moleculare, a dus la stabilirea unor corelaţii între genotipuri şi anumite caractere 

calitative şi cantitative ale indivizilor studiaţi, însuşiri de reproducţie şi de rezistenţă la boli şi 

dăunători [12; 223].  

Marcherii moleculari, bazați pe polimorfismul ADN-ului, sunt cei mai utilizați în 

principal datorită abundenței lor [145; 229]. Aceștia asigură eficacitatea metodei pentru 

evaluarea variațiilor genetice a culturilor datorită moștenirii lor simple, reproductibilității 

ridicate, distribuției pe scară largă în genomul plantelor, fiind stabile, polimorfe, cu efecte 

pleiotrope minime [256]. În ameliorarea culturilor, marcherii moleculari ajută la 

identificarea/selectarea timpurie a genotipurilor dorite, reducând astfel timpul de dezvoltare a 

soiului și posibilitatea amelioratorilor de a reproducere anumite forme de interes [37; 38; 49; 85]. 

Marcherii moleculari apar din diferite clase de mutații ADN, cum ar fi mutații de 

substituție (mutații punctuale), rearanjamente (inserții sau deleții) sau erori în replicarea ADN-

ului repetat în tandem [251; 296]. Acești marcheri sunt selectiv neutri, deoarece sunt de obicei 

localizați în regiunile necodificatoare ale ADN-ului. Spre deosebire de alții, marcherii ADN sunt 

nelimitați ca număr și nu sunt afectați de factorii de mediu și/sau de stadiile de dezvoltare ale 

plantei. Marcherii ADN au numeroase aplicații în ameliorarea plantelor, cum ar fi evaluarea 

asistată de marcheri a materialului de ameliorare, evaluarea nivelului diversității genetice, 
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selecția parentală și evaluarea purității materialului genetic [37; 38; 124; 147; 335], studiul 

heterozisului și identificarea soiurilor, regiunilor genomice implicate în backcrossing, selecția 

asistată de marcheri [85]. Marcherii moleculari pot fi împărțiți în trei clase în funcție de metoda 

de detectare a acestora: bazată pe hibridizare, bazată pe reacția de polimerizare în lanț (PCR) sau 

pe secvențe ADN. 

Polimorfismele de lungime a fragmentelor de restricție (RFLP) sunt marcheri bazați pe 

hibridizare dezvoltați mai întâi în studiul genetic la om în anii 1980 [72] și mai târziu utilizați și 

în cercetarea plantelor [334]. RFLP se bazează pe variația (variațiile) în lungimea fragmentelor 

de ADN produse de o asimilare a ADN-urilor genomice și compară hibridizarea cu marcheri 

specifici a doi sau mai mulți indivizi ai unei specii. RFLP-urile au fost utilizate pe scară largă 

pentru a compara genomurile din marile familii de cereale, cum ar fi secară, grâu, porumb, sorg, 

orz și orez [64]. Avantajele RFLP includ detectarea unui număr nelimitat de loci fiind 

codominant, iar rezultatele sunt transferabile între populații. Cu toate acestea, RFLP-urile sunt 

foarte costisitoare, consumatoare de timp, necesită multă muncă, sunt necesare cantități mai mari 

de ADN, prezentat un polimorfism limitat în special între liniile înrudite [85]. 

În prezent, sistemele de marcheri bazate pe reacția de polimerizare în lanț (PCR) sunt mai 

rapide și necesită mai puțin material vegetal pentru extracția ADN-ului. ADN-urile polimorfe 

amplificate aleatoriu (RAPD) au fost primii marcheri bazați pe PCR și sunt produși folosind 

ADN-ul genomic și primeri arbitrari (aleatorii) scurți și ulterior clonat în multiple copii de ADN 

[14; 164; 336]. Avantajele RAPD sunt reprezentate prin rapiditate, simplitate și cost redus, 

posibilitate de descriere a mai mulți loci cu un singur primer și e necesară o cantitate mică de 

ADN [131; 207]. Cu toate acestea, rezultatele RAPD nu pot fi reproduse și pot detecta doar 

trăsăturile dominante. 

Polimorfismele cu lungimea fragmentelor amplificate (AFLP) combină atât PCR, cât și 

RFLP. AFLP este generat prin asimilarea fragmentelor amplificate prin PCR folosind enzime de 

restricție specifice care taie ADN-ul la sau în apropierea locului de recunoaștere specifică din 

secvențele de nucleotide. AFLP-urile sunt foarte reproductibile și acest lucru permite generarea 

rapidă și frecvența ridicată a AFLP-urilor identificabile, făcându-l o tehnică atractivă pentru 

identificarea polimorfismelor și pentru determinarea legăturilor prin analiza indivizilor dintr-o 

populație segregată [199; 221]. 

O altă clasă de marcheri moleculari care depinde de disponibilitatea secvențelor scurte de 

oligonucleotide repetate în genomul plantelor, cum ar fi SSR, STS, SCAR, EST-SSR și SNP 

[124]. Analiza genotipării prin repetiții de secvență scurtă prin utilizarea a 52 de marcheri SSR a 
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orzului sălbatic, a demonstrat că din 206 alele, aproximativ 111 s-au dovedit a fi comune și 24 de 

alele unice [145]. Mulți autori au revizuit în detaliu diferite tehnici de marcheri [223; 255; 293]. 

Astfel, studierea şi evaluarea diversităţii genetice, exclusiv prin metode moleculare 

facilitează identificarea în cadrul populaţiilor a indivizilor cu genotipuri dorite la nivelul locilor 

genelor ce codifică caracterele de interes, realizându-se în acest mod o selecţie sigură, rapidă şi 

eficientă în cadrul populaţiilor studiate. Tehnicile moleculare utilizate în evidenţierea 

variabilităţii genetice oferă perspective promiţătoare pentru avansarea cunoştinţelor în domeniul 

biologiei vegetale şi marchează un salt calitativ asigurat de perfecţionarea metodelor de 

investigare, cristalizându-se aspectul molecular al fiziologiei plantelor şi al ştiinţelor agricole în 

general [12; 141; 145]. 

 

1.2. Triticalele – aspecte genetice și ameliorative 

Odată cu creșterea exponențială a populației umane pe glob și cu limitarea suprafețelor 

agricole cultivabile, constant se majorează necesitatea culturilor alimentare, în principal a 

cerealelor, iar securitatea alimentară devine tot mai amenințată și vulnerabilă. Până la momentul 

actual cerealele rămân o sursă importantă de nutrienți pentru oameni și animale și furnizarea  

suficientă de cereale pentru populația umană este o prioritate pentru următoarele decenii. Deși 

extinderea suprafețelor de cultivare la nivel mondial și plantarea celor mai populare cereale pot 

crește randamentul anual, crearea noilor culturi, soiuri, linii cu productivitate și rezistență 

ridicată a constituit o preocupare permanentă pentru cercetătorii din domeniul agriculturii.  

Încă la sfârșitul secolului al XIX-lea în laboratoarele din Scoția (Wilson S, [337]) și 

Germania, de Wilhelm Rimpau, 1888 a fost creat un hibrid de grâu (Triticum) și secară 

(Secale), numit Triticale (Triticosecale) [citat după 309], care îmbina productivitatea grâului cu 

rezistența secarei [208]. Această cultură a fost dezvoltată în primul rând ca cereală furajeră 

pentru animale, datorită versatilității sale scăzute pentru piața alimentară umană în comparație 

cu alte cereale convenționale, cum ar fi grâul. Culturile tradiționale de cereale precum grâul, 

secara, orzul, ovăzul și porumbul s-au format ca urmare a selecției evolutive de milenii. 

Triticalele au apărut cu mult mai târziu, fiind cea mai tânără cultură de cereale și primul 

graminoid sintetizat de oameni [198]. Triticale (× Triticosecale Witt.) este o specie, deosebit 

de importantă din punctul de vedere al agricultorilor, care reprezintă un organism alopoliploid 

derivat din dublarea cromozomală a hibrizilor dintre două genuri: Triticum și Secale.  

Comparativ cu „regele” cerealelor - grâul comun - triticalele are un șir de priorități – 

productivitate înaltă, conținut însemnat de proteină în boabe cu aminoacizi esențiali, rezistență 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Wilhelm_Rimpau&action=edit&redlink=1
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la iernare, secetă și maladii, toleranță la toxicitatea sărurilor, insensibilitate la lungimea zilei 

(fotoperioadă), posibilitate de utilizare complexă atât pentru furaj, cât și în alimentație 

(panificație, patiserie, producerea alcoolului și a berii), de asemenea nu este pretențioasă față 

de sol, se obțin recolte mari pe povârnișuri, soluri argiloase, nisipoase cu agrofond sărac [185]. 

Această plantă cerealieră prezintă toleranţă la toxicitatea ionilor de aluminiu, ce determină 

cultura să poată fi amplasată pe solurile acide, nemaifiind necesară amendarea cu calcar a 

acestora. 

Totodată triticale are un randament rapid de creștere: încolțirea semințelor este mult 

mai bună, dezvoltarea se petrece într-un ritm alert, cu o acoperire completă a terenului, în 

comparație cu celelalte cereale, ceea ce asigură combaterea buruienile prin lipsirea lor de 

lumină. Din acest motiv erbicidarea nu este obligatorie, obținându-se produse ecologice, acest 

fapt fiind încă un avantaj pentru cei care cultivă triticale [26; 234]. 

Interesul sporit față de triticale este condiționat de valoarea nutritivă a culturii 

menționate, care este atrăgătoare, în cea mai mare parte, de conţinutul sporit de substanţe 

proteice, care depăşeşte pe cel al grâului, precum şi de structura de aminoacizi ai complexului 

de proteine şi îndeosebi de conţinutul mai bogat în lizină. Valoarea nutritivă, digestibilitatea 

ridicată a carbohidraţilor şi a proteinelor conferă prioritate triticalelor îndeosebi în furajarea 

animalelor nerumegătoare, a porcilor şi a păsărilor. Cercetările efectuate în această privinţă au 

demonstrat că raportul proteină – energie este în general mai mare în cazul nutreţurilor 

obţinute din triticale, decât a concentratelor tradiţionale [216]. 

Glutenul este principala proteină de depozitare a boabelor de grâu și are o influență 

primordială asupra rezistenței, elasticității, vâscozității și coeziunii aluatului. Gluteninele cu 

greutate moleculară mare (HMW) au o influență substanțială asupra calității pâinii, în ciuda 

faptului că reprezintă <10% din proteinele totale din boabe. Numeroase cercetări evidențiază 

potențialul triticalelor ca cereale cu randament ridicat pentru consumul uman, dar lipsa unei 

creșteri extensive a suprafețelor cultivate de triticale și a selecției pentru păstrarea calității 

proteinelor a reprezentat un obstacol major în calea utilizării acestora în panificația comercială 

[208]. 

Genomul triticalelor hexaploide (AABBRR) codifică trei subunități ale proteinei de 

rezervă cu masă moleculară mare 75K γ-secalina și alte proteine de stocare cu greutate 

moleculară mai mică [156]. Secaloglutenina este un alt nume pentru proteinele polimerice de 

rezervă ale triticalelor, constând din glutenin, secalină, glutenină și 75 Kγ-secalină [89]. 

Lizina este un aminoacid limitativ în boabele de cereale, dar s-a descoperit că unele 

genotipuri de triticale au niveluri de lizină mult mai mari decât la grâu sau secară [310]. Acest 
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lucru face din triticale o sursă bogată în lizină pentru nutriția umană. Datorită nivelului ridicat 

al acestui aminoacid, valoarea biologică a proteinei de triticale s-a dovedit a fi mai mare decât 

cea a proteinei de grâu. Conținutul brut de proteină al boabelor de triticale este variabil, 90  – 

200 g/kg de substanță uscată [70]. 

Endospermul este țesutul trofic al bobului bogat în carbohidrați. Principala formă de 

carbohidrați este amidonul, care este aranjat fie în granule A lenticulare mari, fie în granule B 

mai mici, sferice, legate de proteine și lipide. Granulele A și B au proprietăți fizice și chimice 

diferite, cum ar fi gelatinizarea, temperatura de lipire, vâscozitatea și retrogradarea [300].  

Polizaharidele solubile non-amidon, fibrele dietetice bine cunoscute, au devenit un 

subiect major în știința nutrițională modernă [208]. Fibrele alimentare sunt foarte vâscoase și 

pot fi scindate în lanțuri mai scurte de acizi grași. Se presupune că acestea pot contribui la 

prevenirea bolilor coronariene, cancerului, creșterii colesterolului și a bolilor intestinale [188]. 

Cantitatea fibrelor în boabele de triticale este mult mai mare în comparație cu grâul și secară 

[270]. 

Cercetările efectuate în IGFPP demonstrează, că în medie 14,8% din complexul chimic 

al bobului de triticale revine substanţelor proteice. Analizele efectuate asupra calităţii 

proteinelor din făina de triticale au demonstrat că proteinele de rezervă se caracterizează printr -

un conţinut destul de ridicat în glutamină (peste 32%) şi în prolină (peste 12,5%), şi în acelaşi 

timp, prin cantităţi sporite și printr-un coraport bine balansat de aminoacizi esenţiali: lizină, 

metionină, triptofan, izoleucină, leucină, valină, fenilalanină, treonină şi alte. Sub acest aspect, 

proteinele de triticale prezintă o valoare biologică mai mare decât proteinele altor cereale [26]. 

Conţinutul de substanţe proteice oscilează în limite largi, înregistrând valori mai 

ridicate în condiţiile de cultură şi fertilizare cu doze sporite de azot. Asupra compoziţiei 

chimice a bobului de triticale influenţează gradul de umplere şi mărimea bobului. În boabele 

şiştăvite şi incomplet formate conţinutul de proteine, grăsimi şisubstanţe minerale este mai 

mare, iar cel de carbohidraţi este mai mic decât în boabele normal dezvoltate.  O altă categorie 

de substanţe, care se întâlnesc în boabele de triticale sunt vitaminele - E, B1, B2, precum şi 

provitamina A. De asemenea, se poate semnala prezenţa vitaminei C în anumite faze ale 

vegetaţiei plantelor şi îndeosebi în fazele de maturizare în lapte şi ceară a bobului [26]. 

Triticalele au o importanță economică deosebită pentru omenire în prezent, fiind 

utilizate atât în alimentație umană, cât și pentru hrana animalelor și producția de 

biocombustibil. De asemenea, această plantă este relevantă pentru controlul eroziunii solului și 

ca cultură de acoperire [199]. Datorită spectrului larg de utilizare a acestei culturi, este extrem 

de importantă îmbunătățirea constantă a formelor existente sau crearea de noi soiuri. Cu toate 
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acestea, trebuie remarcat faptul că genotipurile de plante stabile, cu o gamă largă de abilități de 

adaptare în ceea ce privește caracterele utile, joacă un rol semnificativ pentru ameliorarea 

modernă a plantelor. Pe de altă parte, triticalele se caracterizează printr-o asemănare genetică 

mare, ceea ce nu este un fenomen favorabil pentru reproducerea de noi soiuri. Este important 

ca materialul de reproducere să fie divers din punct de vedere genetic [185]. 

Majoritatea programelor de reproducere a triticalelor se concentrează asupra îmbunătățirii 

caracterelor importante din punct de vedere economic, cum ar fi bio-randamentul, rezistența la 

boli și dăunători, calitatea ridicată a boabelor. Mai multe studii au demonstrat că diversitatea 

genetică în cadrul germoplasmei triticalelor este scăzută, fapt ce este predictibil, având în vedere 

durata scurtă de viață a acestei culturi de la crearea ei. 

Germoplasma de triticale posedă un nivel ridicat de rezistență la boli și dăunători în 

comparație cu grâul; cu toate acestea, odată cu apariția de noi rase în populațiile de patogeni și 

insecte, germoplasma actuală de triticale poate deveni vulnerabilă la multe boli și dăunători [44; 

45; 215; 216]. Rugina tulpinii, cauzată de Puccinia graminis f. sp. tritici, a fost raportată ca fiind 

prima maladie a triticalelor care a apărut în proporții epidemice în Australia [46]. Alte ciuperci 

biotrofe patogene (Puccinia sp., Septoria complex, Ustilago sp. și Urocystis sp.), făinarea 

(Blumeria graminis), crusta (Fusarium sp.), putregaiul rădăcinii (Bipolaris sorokiniana), cornul 

de ergot (Cleviceps purpurea), nematoda cerealelor (Heteroderma avenae), musca Hessiană 

(Mayetiola destructor) și bolile bacteriene cauzate în principal de Xanthomonas și Pseudomonas 

sp., afectând în special culturile de grâu și secară, devin factorii biotici majori care limitează 

creșterea producției de triticale [44; 45; 215; 216; 273; 289; 290]. În plus, stresul abiotic 

(aciditatea sau alcalinitatea extremă a solului, deficiența micronutrienților, toxicitatea, seceta și 

temperaturile excesive) este considerat un factor care, de asemenea, reduce semnificativ 

producția de triticale [215]. 

Fiind o cultură relativ nouă sintetizată de către om, germoplasma de triticale a fost 

folosită pentru reproducere începând cu anii 60 ai secolului XX (CIMMYT - Centrul 

Internațional de Ameliorare a Porumbului și Grâului din Mexico) [130; 183; 216]. În prezent 

există patru tipuri diferite de triticale utilizate în programele de ameliorare: triticale primare 

(obținute prin încrucișarea grâului cu secara), triticale secundare (obținute prin încrucișarea 

diferitelor soiuri de triticale), triticale complete (conținând toate cele 7 perechi cromozomi de 

secară) și triticale substituite (unul sau mai mulți cromozomi de secară sunt înlocuiți cu 

cromozomi de grâu) [183]. 

Amelioratorii de triticale se confruntă cu multe provocări pentru a dezvolta și îmbunătăți 

triticalele primare. Aceste provocări includ, în principal, sterilitatea parțială a inflorescențelor, 
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performanța agromorfologică redusă, randamentul scăzut, caracteristicile de calitate și adaptare 

slabe, și, nu în ultimul rând, boabele zbârcite (cauzele care conduc la formarea boabelor zbârcite 

fiind condiţionate genetic). Pentru a depăși aceste provocări și a îmbunătăți caracteristicile 

culturii, amelioratorii au început să încrucișeze diferite triticale primare între ele, cât și cu grâul. 

Produsele acestor abordări sunt triticale cu noi combinații de cromozomi de grâu și secară – 

triticale secundare [215; 273]. 

Evaluarea dinamică a germoplasmei de triticale din țările americane și europene a 

demonstrat că nu există nici o diversitate în funcție de originea geografică, dar există doar două 

tipuri majore: de iarnă și de primăvară. Cu toate acestea, în ultimii ani au fost dezvoltate mai 

multe programe de ameliorare a triticalelor, în special la Centrul Internațional de Ameliorare a 

Porumbului și Grâului din Mexico (CIMMYT), pentru a elabora noi soiuri pentru alimentarea 

umană, pentru furaje și cu destinație mixtă. Un alt studiu, în care au fost evaluate peste 3000 de 

genotipuri de triticale originare din America de Nord, a relevat că diversitatea genetică este 

relativ scăzută, iar unele diferențe au fost observate doar între triticale de tip complet și cel 

substituit [123]. Studiile recente efectuate folosind marcheri moleculari au demonstrat, de 

asemenea, o diversitate genetică scăzută printre germoplasmele de triticale [234]. Cu toate 

acestea, studiile diversității genetice a germoplasmei triticalelor sunt bazate pe utilizarea diferitor 

marcheri, iar cu polimorfismele uninucleotidice (SNP) încă lipsesc. Rapoartele anterioare din 

literatură indică faptul că pentru a estima variația genetică la triticale pe larg au fost utilizați 

marcherii morfologici [123]. 

Selecția genomică și cea asistată de marcheri (MAS) sunt de rutină pentru îmbunătățirea 

multor culturi de cereale, cum ar fi grâul și orzul. Cu toate acestea, studiile au arătat că selecția 

genomică a triticalelor nu a fost studiată pe scară largă [216]. Identificarea marcherilor legați de 

trăsăturile economice și utilizarea lor în programele de ameliorare va spori fără îndoială 

îmbunătățirea triticalelor și, prin urmare, cercetările viitoare ar trebui să se concentreze pe 

exploatarea germoplasmei și studii genetice. 

Deși triticalele sunt autogame, poate fi înregistrată polenizarea încrucișată parțială 

datorită prezenței genomului de secară, fenomen utilizat în obținerea spontană a hibrizilor de 

triticale. Producția preliminară de hibrizi a demonstrat rezultate promițătoare, heterozisul fiind 

observat în 10-20% cazuri. Cu toate acestea, lipsa diversității genetice a triticalelor este un 

impediment al eficienței hibridărilor și stabilirii heterozisului [234]. 

În ameliorarea modernă, este extrem de importantă selecția corectă a triticalelor, folosind 

fenomenul heterozis şi elaborarea metodelor de obţinere a seminţei hibride pentru a crea hibrizi 

productivi, caracterizați prin calitate înaltă a boabelor. Se știe că încrucișarea formelor distante 
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genetic, comparativ cu cele strâns înrudite, este mai benefică pentru crearea de hibrizi 

heterozici [24; 241]. Prin urmare, este important să analizăm legăturile genetice dintre soiurile 

de triticale cultivate în mod constant, astfel încât acestea să poată deveni o sursă de gene 

pentru soiuri noi.  

Toți hibrizii de triticale sunt alopoliploizi/amfipoliploizi, ceea ce înseamnă că 

cromozomii lor sunt derivați din taxoni diferiți. De-a lungul timpului au fost create și evaluate 

diverse tipuri de triticale cu diferite niveluri de ploidie (tetraploide, hexaploide, octoploide și 

decaploide) după numărul de cromozomi. Dintre triticale cu diferite niveluri de ploidie, 

majoritatea soiurilor sunt hexaploide. Deși triticalele octaploide prezintă caracteristici de 

calitate mai bune în comparație cu triticalele hexaploide, acestea suferă de instabilitate 

genetică și sterilitate a inflorescențelor, ca și cele tetraploide [215]. Formele hexaploide conțin 

42 de cromozomi: 28 de la grâu și 14 de la secară (Secale cereale L.). Formele sintetice 

primare de triticale conțin genomul A și B de grâu dur (Triticum durum Desf.) sau al altor 

specii tetraploide; la soiurile contemporane, clasificate ca triticale secundare, majoritatea 

cromozomilor de grâu au fost introgresați din grâul comun hexaploid (T. aestivum L.) [174]. 

Au fost propuse mai multe strategii pentru a dezvolta variabilitatea genetică care ar 

permite amelioratorilor să transforme triticalele într-o cultură mai competitivă. Au fost descrise 

scheme sistematice la nivel mondial pentru programele de ameliorare a triticalelor, axate pe 

crearea noilor resurse genetice, precum și pe mărirea variabilității genetice  [214]. Obiectivele 

majore de ameliorare pentru îmbunătățirea triticalelor includ creșterea randamentului de 

cereale și de biomasă, înălțimea mai mică a plantei, dimensiunea redusă a aristelor, rezistența 

sporită a paielor, maturitatea timpurie, greutatea crescută și umplerea boabelor, nutrienții 

îmbunătățiți, toleranța/rezistența la diverse stresuri abiotice (în special hidric) și biotice cum ar 

fi ergotul (cornul secarei), fuzarioza, petele frunzelor [215]. 

Diversitatea genetică în cadrul germoplasmei triticalelor este relativ redusă în 

comparație cu alte culturi de cereale, cum ar fi grâul și orezul. Prin urmare, reproducerea ar 

trebui să se concentreze pe crearea variabilității genetice în cadrul fondului genetic disponibil 

și pe utilizarea abordărilor de reproducere moleculară pentru a îmbunătăți această cultură 

promițătoare [214]. Deși abordările de ameliorare bazate pe selecția asistată de marcheri și 

recent selecția genomică, sunt cruciale în îmbunătățirea majorității speciilor de culturi, 

utilizarea lor la triticale este încă în stadii inițiale. În mod similar, tehnologiile moderne, cum 

ar fi CRISPER - CAS (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats Associated 

System), utilizate în prezent pentru editarea genelor în multe culturi, trebuie să fie adoptate 

pentru îmbunătățirea triticalelor. Ingineria genetică și abordările de reproducere prin mutații s-
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au dovedit, de asemenea, eficiente în îmbunătățirea speciilor de culturi, iar utilizarea lor în 

ameliorarea triticalelor poate ajuta la atingerea rapidă a obiectivelor propuse.  

Pentru realizarea obiectivelor de ameliorare se folosesc tehnici moderne adecvate, atât 

pentru obţinerea de hibrizi, cât şi pentru selecţie, ca de exemplu: 

1. cultura de embrioni pentru hibridările distante, care în mod obişnuit nu produc boabe; 

2. cultura de ţesuturi, folosirea locusurilor mutante care controlează conjugarea 

cromozomilor, pentru a facilita transferul de gene între cromozomi neomologi;  

3. metoda haploizilor dublaţi, folosind hibrizii „grâu x secară”; 

4. metode de infecţie artificială pentru cei mai importanți patogeni, incluzând metoda 

“frunzelor detaşate” pentru septorioza, injectarea de inocul în florile mediane pentru 

Fusarium etc., în scopul selectării descendenţilor cu rezistență;  

5. selecţia gametică prin reglare osmotică ridicată pe baza expresiei genelor de rezistență 

hidrică la nivel de grăunciori de polen etc. [24].  

Strategia Europeană 2020 pentru creștere economică și competitivitate durabilă 

consideră triticalele ca un candidat promițător printre cereale pentru consumul alimentar uman, 

hrana animalelor, dar și producerea bioetanolului și biocombustibilului. În pofida 

numeroaselor avantaje ale triticalelor, producția mondială este încă pe departe de a fi 

satisfăcătoare cererilor de piață. În 2016 au fost cultivate circa 4,4 milioane ha de triticale; 

Polonia, Germania, Belarus, Franța, China și Federația Rusă au fost principalii producători 

(Tabelul 1.1; Figura 1.1).  

Tabelul 1.1. Suprafața de triticale recoltată la nivel mondial și cantitatea de producție 

(FAO Stat 2016) 

Țara Suprafața cultivată, ha Producție mil. t 
Productivitatea, 

mil.t/ha 

Polonia 1403519 5102445 3,64 

Belarus 499568 1641215 3,29 

Germania 396100 2397300 6,05 

Franța 334220 1448116 4,33 

China 238604 431089 1,81 

Federația Rusă 223078 619202 2,78 

Spania 203101 447278 2,20 

Ungaria 139183 504810 3,63 

Lituania 100367 329455 3,28 

România 82566 287326 3,48 
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Figura 1.1. Harta zonelor de cultivare a triticalelor din lume (http://eol.org/). 

Zonele de creștere înalte, medii și scăzute sunt afișate prin culorile roșu, galben și respectiv, albastru.  

 

În Polonia, producția acestei cereale de-a lungul anilor a sporit constant, ajungând la 

6,08 milioane tone în 2020. Germania și Belarus sunt, de asemenea, printre principalele țări 

europene ce cultivă triticale - aproximativ 3,5 milioane tone (FAO, 2020) [108].  

Producția mondială de triticale s-a majorat treptat în ultimii ani, de la 6,4 milioane tone 

în 2006 la 15,4 milioane tone în 2020 (Tabelul 1.2; FAO, 2010 - 2020). 

 

Tabelul 1.2. Producătorii de triticale în 2020  

(Source: UNFood and Agriculture Organization) [108] 

Top Țările Producția de triticale (mil. t) 

1. Polonia 6,08 

2. Germania 2,04 

3. Belarus 1,54 

4. Franța 1,20 

5. Spania 0,79 

6. Lituania 0,44 

7. China 0,41 

8. Austria 0,33 

9. Rusia 0,31 

10. Ungaria 0,30 

 

În România au fost înregistrate până în prezent mai multe soiuri de triticale, iar odată cu 

introducerea în producere a soiurilor cu talia semipitică a plantei, precum Titan şi Trilstar 

(purtătoare a genei RHt1 transferată de la grâu), soiuri cu potenţial  şi stabilitate ridicată a 

producţiei, extinderea suprafețelor de cultivare a triticalelor este în continuă creştere [18]. În 

România, la nivelul anului 2016, triticalele s-au cultivat pe circa 82600 ha cu tendinţa de 

http://eol.org/
https://en.wikipedia.org/wiki/Food_and_Agriculture_Organization
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creştere a arealului de cultură. Aceste valori indică importanța economică ridicată a triticalelor, 

iar motivul este randamentul foarte înalt și combinația multor caractere benefice de la speciile 

parentale - grâu și secară [185]. 

Pentru zona pedoclimaterică a Republicii Moldova cele mai răspândite și mai 

productive tipuri de triticale sunt cele hexaploide. Pe parcursul a mai mult de 25 ani de 

cercetări științifice cu scopul de a crea forme primare și secundare de triticale, au fost studiate 

mai mult de 30.000 forme hexaploide de origine diferită evidențiate în generațiile F2 – F7. 

Pe parcursul ultimilor ani, datorită lucrului productiv în direcția ameliorării , în cadrul 

IGFPP au fost studiate mai mult de 200 de genotipuri și soiuri de triticale, care concurează cu 

cele mai bune soiuri de grâu, secară și orz după trăsăturile valoroase din punct de vedere 

econimic. Astfel, dintre soiurile omologate putem menționa: Ingen 93, Ingen 33, Ingen 35, 

Ingen 40 și Ingen 54. La soiurile noi de triticale Ingen 35 și Ingen 40 sticlozitatea bobului a 

constituit 80 – 90%, proteina 14 – 15%, iar glutenul 21 – 24% [26]. 

Recolta medie pe republică în anul secetos 2015 la soiul Ingen 40 a fost de 6,21 t/ha, iar 

la soiul Ingen 93 - 6,49 t/ha. Astfel, Ingen 40 a demonstrat un surplus de recoltă – 1 t/ha în 

comparație cu grâul comun Moldova 11. În anul 2021 recolta pentru soiul standart  Ingen 93, a 

constituit 7,92 t/ha. Productivitate ridicată au prezentat 41,7% din linii și a variat între 0,24 – 

1,05 t/ha față de forma standard (Ingen 93) [372]. 

Datele prezentate atestă importanța problemelor genetice și ameliorative ale triticalelor, 

iar studiile dedicate evidențierii soiurilor competitive din punct de vedere economic sunt extrem 

de actuale și merită o atenție continuă. 

 

1.3. Fenomenul inducerii in vitro a variabilității genetice la plante 

Intensificarea agriculturii trasează sarcini dificile pentru amelioratori în crearea soiurilor 

noi, care se caracterizează prin randamente majorate, rezistență la maladii și dăunători, 

flexibilitate ridicată la factorii de stres ai mediului. Pentru a crea astfel de soiuri, sunt necesare 

noi cercetări științifice, care ar accelera și amplifica eficacitatea procesului de reproducere. 

Metodele biotehnologice au un nou instrument unic pentru extinderea variabilității genetice – 

variabilitatea somaclonală, bazată pe utilizarea țesuturilor și organelor vegetale cultivate in vitro 

[355]. Modificările genetice care apar în celulele cultivate in vitro și plantele regenerate din 

acestea fac posibilă îmbunătățirea soiurilor existente, iar cultivarea celulelor somatice in vitro 

extinde posibilitatea de a crește frecvența și spectrul mutațiilor. Variabilitatea somaclonală este o 

sursă de variații genetice utile și reprezintă o expresie fenotipică a instabilității genomului din 
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nucleu și organite, fapt ce oferă posibilități pentru selectarea unor noi forme de cultură in vitro a 

plantelor ce se caracterizează prin trăsături economice valoroase precum productivitatea 

crescută, conținutul ridicat de nutrienți și rezistența la factorii de stres [55; 354]. 

Abordările biotehnologice bazate pe posibilitățile de cultivare a celulelor vegetale în 

condiții in vitro oferă o noutate și un instrument de extindere a variabilității genetice, care face 

posibilă combinarea metodelor clasice și inovatoare în ameliorarea plantelor [266]. Odată cu 

dezvoltarea tehnicii de regenerare a plantelor din țesutul calusal, a devenit posibilă obținerea de 

noi forme care diferă de plantele originale. O astfel de diversitate între liniile celulare a fost 

numită „somaclonă”, iar fenomenul a fost numit „variabilitate somaclonală” [191]. Până în 

prezent modificările in vitro descrise în diferite studii au fost testate pentru a evalua fidelitatea 

genetică a plantelor în raport cu planta originală și nu au avut ca obiectiv generarea de 

somaclone care să fie aplicate în îmbunătățirea genetică a culturilor [128; 266]. 

Orice celulă somatică, introdusă în cultura in vitro, datorită proceselor de variabilitate 

somaclonală, poate restabili la plantele regenerate tot polimorfismul genetic caracteristic unei 

anumite specii și chiar unui gen de plante. Acest lucru deschide oportunități largi pentru 

restabilirea polimorfismului natural pierdut în timpul evoluției plantelor și pentru conservarea 

acestuia în cultura celulară și tisulară in vitro. În același timp, variabilitatea somaclonală 

reprezintă o piedică serioasă în propagarea genotipurilor valoroase și păstrarea lor pe termen 

lung, atunci când este necesară obținerea identității complete a clonelor regenerate [370]. 

Variabilitatea somaclonală apare în timpul cultivării țesuturilor și organelor izolate în 

condiții in vitro, însă poate fi depistată și la regeneranți [370]. Principalele motive care 

condiționează variabilitatea somaclonală sunt eterogenitatea genetică a celulelor explantului 

primar, precum și variabilitatea genetică și epigenetică indusă de condițiile cultivării in vitro 

[172; 271; 370, 376]. Frecvența variabilității somaclonale este influențată de mulți factori: 

genotipul explantului primar, condițiile și durata cultivării, concentrația de săruri și reglatorii de 

creștere din compoziția mediilor nutritive [271]. 

Pe baza acumulării datelor în domeniul cercetărilor fundamentale și aplicative metodele 

biotehnologice s-au înscris în procedeele de ameliorare a diferitor specii de plante de cultură. 

Astfel, au fost selectate somaclone valoroase la multe specii de plante caracterizate prin 

evidențierea caracterelor agronomice. Analiza somaconelor (R2 - R7) de hrișcă a permis 

evidențierea a trei linii cu productivitatea 12,1 - 15,6 q/ha, care se deosebeau de soiul inițial prin 

conținutul înalt de proteină (14,8%), mărimea boabelor și alte caractere prețioase [354]. 

Somaclonele de grâu și sorg au fost utilizate pentru obținerea liniilor cu randament ridicat, 

conținut crescut de proteine și ulei, coacere precoce, rezistență sporită la boli [48; 205]. 
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Variantele somaclonale ale trestiei de zahăr Co 94012 și VSI 434 au fost dezvoltate în India și au 

prezentat caracteristici dezirabile, cum ar fi randament ridicat, conținut înalt de zaharoză și 

rezistență moderată la putregaiul roșu [321]. 

Până în prezent, s-a dovedit că variantele somaclonale pot exista ca forme stabile genetic 

și pot moșteni anumite caractere [271; 370]. Deci, variabilitatea somaclonală poate fi considerată 

un instrument eficient pentru amelioratori, deoarece combinarea metodelor de cultivare in vitro 

cu cele clasice de ameliorare accelerează foarte mult procesul de creare a soiurilor noi de plante. 

Variantele somaclonale diferă de prototip nu numai prin trăsăturile calitative monogenice, 

ci și prin trăsăturile cantitative poligenice, cum ar fi rata de creștere, productivitatea, toleranța la 

factorii de stres de mediu. Utilizarea variantelor somaclonale în reproducere accelerează procesul 

de creare a unui nou soi de 2 - 3 ori. Pot fi evidențiate somaclone în care sunt combinate 

caractere greu asociabile într-un singur genotip prin selecție tradițională, de exemplu, 

productivitatea, indicatorii biochimici înalți și rezistența la factorii de stres [115].  

Actualmente la dispoziția cercetătorilor sunt mai multe instrumente pentru detectarea și 

caracterizarea variantelor somaclonale: diferențele dintre trăsăturile morfologice [232; 254], 

analiza citogenetică pentru determinarea variației numerice și structurale a cromozomilor [28; 

82; 86], evaluarea biochimică [175], determinarea markerilor ADN moleculari [62; 253; 371] 

sau studierea diverselor combinații dintre factorii enumerați [91; 311]. 

Printre cele mai frecvente modificări ale caracteristicilor morfologice calitative se 

remarcă variații ale culorii și formei frunzelor, florilor, fructelor, semințelor sau tuberculilor, 

prezența unui strat de ceară sau pubescența frunzelor. Trăsăturile cantitative care variază la 

regeneranți includ înălțimea plantei, numărul și dimensiunea frunzelor și tulpinilor, numărul și 

greutatea semințelor sau fructelor etc. Analiza morfologică, a somaclonelor de grâu din 4 

generații (R0, R1, R2 și R3) obținute din calus embriogen din pasajul al cincilea a demonstrat că, 

începând cu generația R2 și R3 plantele regenerante manifestau o creștere semnificativă a 

variabilității fenotipice cantitative (înălțimea plantei, lungimea spicului principal, numărul de 

boabe per spic, greutatea boabelor) și calitative (culoarea boabelor, forma și culoarea glumelor). 

Somaclonele R3 a soiului Otan atestă variație semnificativă pentru caracterul număr de boabe 

per spic media constituind 45 față de soiul martor (19,2), iar pentru indicele masa de boabe per 

spic - 1,8g față de martor - 0,84g [353]. 

Somaclonele obținute din două soiuri de grâu moale de primăvară (Saratovskaya 29, 

Ershovskaya 32) s-au evidențiat prin productivitate și randament ridicat, calitatea boabelor și 

proprietățile reologice ale aluatului, 0,8 - 15,9% din somaclone au format un bob de calitate 

superioară comparativ cu soiul martor. În spectrul de gliadină al liniilor somaclonale ale soiului 
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Ershovskaya 32, au fost identificate două biotipuri noi cu o frecvență de apariție de 7,1 și 29,2 % 

[359]. 

La cultura de tutun (Nicotiana tabacum) au fost obținute somaclone valoroase cu 

creșterea lungimii, lățimii și numărului de frunze, ce pot contribui la o productivitate mai mare a 

culturii [291]. La tomate s-au obținut somaclone cu modificări ale numărului de fructe, adică o 

caracteristică agronomică de mare importanță pentru această cultură [36; 104]. 

Variabilitatea genetică care apare in vitro și se manifestă prin diverse modificări (frunze 

mai rotunde și mai groase, număr și dimensiuni mai mare de flori, frunze și lăstari, precum și o 

reducere a timpului de inducție a florilor), contribuie la apariția noilor caracteristici fenotipice și 

la lansarea de noi linii de plante ornamentale și medicinale, în special la genurile 

Chrysanthemum (Dendranthema grandiflora), Cereus și Caladiums (Caladium × hortulanum 

Birdsey) [78; 102]. 

Din 2000 de plante de ghimbir ((Zingiber officinale Rosc.) - o cultură importantă, 

utilizată ca condiment, apreciată pentru proprietățile aromatice și medicale) inoculate in vitro au 

fost selectate opt plante cu diferențe morfologice clare și stabile (înălțimea plantei, culoarea și 

forma frunzei), la care pe perioada de cultivare (până la 120 zile) nu au fost depistate careva boli. 

Descoperirile acestui studiu ar putea contribui la producerea comercială de rizomi și semințe fără 

boli, iar variantele somaclonale ar putea oferi resurse de germoplasmă utile pentru reproducerea 

ulterioară [149; 184; 347]. 

Prin micropropagare clonală, pot fi obținuți hibrizii valoroși de tomate. Acest lucru 

permite menținerea colecției de hibrizi de tomate cu apariția unui număr minim de plante 

anormale pentru o lungă perioadă de timp și contribuie la creșterea variabilității parametrilor 

morfologici: coacere precoce, creștere bine echilibrată, reducerea sensibilității la patogeni [373]. 

Un grad ridicat de variabilitate a plantelor regenerate pentru o serie de indicatori de 

importanță pentru reproducere a fost determinat la grâu [34], la porumb [356] și la orez [327; 

345], mei [54], soia, rapiță, cartof [29] și alte culturi. În special, s-au obținut variante 

somaclonale de grâu, care se caracterizează prin randament ridicat, rezistență crescută la boli și 

coacere mai timpurie [48], rezistență la secetă [360; 361; 375], salinitate excesivă [34] și metale 

grele [374; 380].  

La mei (Eleusine coracana) au fost obținute somaclone stabile genetic cu un conținut 

ridicat de zahăr, randament crescut de semințe și masă verde în combinație cu trecerea accelerată 

a principalelor faze de dezvoltare - perioada de vegetație a liniilor cu maturare timpurie (de la 

germinare până la recoltare) a fost cu 10-20 de zile mai scurtă decât la variantele inițiale [352]. 
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Conținutul de amidon este unul dintre criteriile majore de calitate vizate de programele de 

creștere a cartofilor. Varianta somaclonală Ros 119 (una dintre 105 clone provenite din calus), 

după greutatea și conținutul de amidon al tuberculilor, a înregistrat un potențial de tuberizare mai 

mare (cu 42% și 61% în greutate proaspătă și, respectiv, uscată) decât linia maternă Lady 

Rosetta. În plus, această clonă a înregistrat creșteri de 10% și 75% ale conținutului de amidon pe 

baza greutății uscate și, respectiv, a conținutului mediu per plantă [29]. 

Brassica juncea este principala cultură de semințe oleaginoase din India, în particular din 

Madhya Pradesh, cultivată în special pentru conținutul scăzut de acid erucic. Analiza comparată 

a caracterelor morfofiziologice și profilului acizilor grași, atestă o scădere semnificativă (5,48% 

și 5,52%), până la dispariția completă a acidului erucic la cele 2 somaclonele obținute și liniile 

parentale (41,36%) [302]. 

Când o celulă este izolată din întregul organism și transferată în condiții artificiale de 

cultivare in vitro, influența sistemelor de reglare a țesuturilor și organismelor, care asigură 

stabilitatea genomului, este aproape complet eliminată. Dezactivarea tuturor acestor sisteme duce 

la o creștere a variabilității citogenetice a celulelor cultivate. Astfel, fără a introduce mutageni 

puternici în mediul nutritiv, ci doar prin transferarea celulelor în starea de cultură, se poate obține 

o gamă largă de variabilitate genetică [356]. 

Variabilitatea somaclonală este o sursă de variații genetice utile și, prin selecție deosebită, 

face posibilă alegerea materialului vegetal de cultură in vitro care în afară de caracterele 

valoroase din punct de vedere economic, productivitate crescută, manifestă și rezistență la 

diferiți agenți patogeni sau factori abiotici [115]. 

Bolile la plante cauzate de fitopatogeni provoacă pierderi pentru economia globală de 

peste 220 de miliarde de dolari anual (FAO, 2022) [111]. Programele de îmbunătățire genetică 

prevăd modalități de reducere a impactului cauzat de boli și dăunători asupra culturilor agricole 

prin dezvoltarea de soiuri rezistente sau tolerante. Au fost implementate noi somaclone din 

diferite culturi cu caracteristici utile pentru reproducere, precum rezistența la agenți patogeni, 

toleranța la stres abiotic și productivitate ridicată [47; 116; 217]. 

Plantele de tomate (Solanum lysopersicum L.) cu rezistență îmbunătățită la fuzarioază 

(Fusarium oxysporum) au fost obţinute prin expunerea calusului la acid fusaric [295]. 

Somaclonele de cartof rezistente la blenă timpurie, cauzată de Alternaria solani și blenă târzie 

(Phytophthora infestans) au fost regenerate din protoplaști de cartofi (S. tuberosum L.) soiurile 

„Rssset Burbank” și „Bintje” [73].  

Prin selecția regeneranților plantelor de garoafe (Dianthus cayophyllus L.) au fost 

obținute somaclone rezistente la filtratul de cultură de Fusarium oxysporum f. sp. Dianthi [322]. 
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De asemenea, somaclonele din embrionii imaturi a două soiuri indiene de grâu de primăvară 

(HUW 206, HUW 234) în generația R3 - R4, s-au caracterizat prin randament înalt, coacere și 

maturitate timpurie, rezistență sporită la rugina frunzelor și Fusarium în comparație cu forma 

inițială, iar caracterele îmbunătățite au fost apreciate în generația R5 [48]. Rezistența florii 

soarelui (Helianthu sannuus L.) la Alternaria helinathi a fost îmbunătățită prin expunerea 

culturilor de calus la filtratele Alternaria [275]. La ghimbir (Zingiber officinale Rosc.) s-au 

obținut mutanți rezistenți împotriva agentului patogen al ofilirii (Fusarium oxysporum f. sp. 

zingiberi Trujillo) prin selecția in vitro [67]. Bananul (Musa paradisiaca) este unul dintre cei mai 

cultivați pomi fructiferi din lume, dar și afectat de mulți patogeni. Pentru a obține soiuri din 

subgrupul Cavendish tolerant la Fusarium oxysporum f. sp.cubense, din rasa tropicală Foc-TR4 

au fost identificate nouă variante somaclonale de bananieri rezistenți la Fusarium [116]. 

Obținerea de plante tolerante la stres este prima prioritate a agronomilor și cercetătorilor. 

În acest scop, dintre diferitele tehnici adaptate, selecția in vitro a plantelor pe bază de culturi de 

țesuturi este cea mai eficientă și rapidă practică. Plantele selectate pot prezenta stabilitate 

genetică, dar vor fi plante, celulele sau țesuturile căreia care au demonstrat toleranță la condițiile 

de stres [267]. Selecția variantelor somaclonale în condiții in vitro, urmată de identificarea 

acestora, includerea în procesul de ameliorare și evaluarea caracterelor în condiții in vivo, 

conduce la obținerea de noi soiuri cu un potențial agronomic mai ridicat. Pe baza variabilității 

somaclonale, s-au obținut forme rezistente la secetă, temperaturi scăzute și salinitate [260]. 

Au fost generate somaclone ale unor culturi care sunt baza în industria alimentară 

globală: grâu, orez, banan, cartof [296]. În culturile de grâu au fost generate somaclone cu 

toleranță crescută la acest factor abiotic [34; 173]. Alte somaclone de grâu au fost folosite în 

calitate de surse de alele pentru dezvoltarea de noi tulpini de somaclone cu o creștere mai mare a 

rădăcinilor și rezistenței la secetă [201]. 

Toleranța la frig a ananasului a fost dezvoltată prin selecția la rece in vitro a variațiilor 

somaclonale. A fost utilizată temperatură scăzută ca agent selectat, iar condiția extremă letală 

pentru culturile de ananas in vitro a fost 00C timp de 72 de ore. Linia tolerantă la frig a fost 

obținută prin trei selecții consecutive cu tratamente de șoc la rece a calusului embriogen de 

ananas. Rezistența la frig îmbunătățită semnificativ a fost reflectată de rata de supraviețuire mai 

mare, conținutul crescut de prolină în comparație cu aceleași calități la martor [346; 357]. 

Cercetările efectuate asupra somaclonelor generate prin cultura de țesut (CPF-248) a 

trestiei de zahăr (Saccharum officinarum L.) au demonstrat toleranța sporită la secetă, cu 

fotosinteză îmbunătățită și răspuns antioxidant. În plus, varianta somaclonală IPSV1 a depășit 

varianta IPSV2 [230]. 
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Toleranța la stresul salin (0, 40, 80 și 160 mM de NaCI) a fost testată la 32 de linii 

regenerante din calus utilizând în calitate de explante frunze de vinete (Solanum melongena), 

evaluate în condiții in vitro și in vivo. S-a observat o toleranță semnificativă la salinitate la patru 

regeneranți (R18, R19, R23 și R30), a fost de până la 80 mM NaCl, comparativ cu linia parentală 

(P), nivelul de toleranță fiind până la 40 mM NaCl. Somaclonele au prezentat o scădere a 

carbohidraților solubili, o creștere semnificativă a amidonului și menținerea unui conținut 

semnificativ de clorofilă în condiții de salinitate [143].  

Pykalo S. și coaut. [262] demonstrează răspunsul genotipic la stresul de salinitate 

(concentrația de clorură de sodiu de la 0,6 la 1,5%) în cultura de meristeme apicale ale lăstarilor 

de triticale de iarnă, exprimat prin diferite creșteri de masă brută și potențial morfogenetic diferit. 

Cea mai rezistentă la stresul salin (1,5% NaCl) s-a dovedit a fi linia 38/1296, care poate fi 

folosită ca material valoros. Cultura de meristeme apicale de lăstari se recomandă a fi aplicată ca 

sistem de testare pentru screening-ul genotipurilor de triticale rezistente la stresul salin. 

Cercetările au arătat în mod repetat că triticale a prezentat o mare diversitate genetică 

pentru rezistența la stres abiotic cum ar fi seceta, înghețul și frigul, încolțirea înainte de recoltare, 

înmlăștinirea, salinitatea, deficiența și toxicitatea minerală [44; 45; 69] și, cel mai probabil, 

această diversitate nu a fost încă pe deplin explorată din cauza cercetării foarte limitate și a 

eșantionului mic studiat de somaclone. Triticale este, de asemenea, tolerant la pH scăzut (soluri 

acide), crește bine pe soluri sodice și tolerează soluri bogate în bor [43]. 

Rezultatele empirice obținute în selecția celulară pentru rezistența la factorii de stres 

abiotic și biotic [69], variația somaclonală [245] și ingineria genetică [349] confirmă posibilitatea 

utilizării abordărilor biotehnologice pentru extinderea potențialului genetic de triticale și 

îmbogățesc genotipurile existente cu multe trăsături. Utilizarea acestor tehnici va necesita un 

studiu mai detaliat al variației genomice și al stabilității genetice în celulele crescute pe medii 

nutritive de cultură în condiții in vitro. Studiul variației somaclonale la triticale este de interes nu 

numai pentru cercetarea fundamentală, ci și pentru selecția practică, deoarece somaclonele pot 

servi ca sursă de diversitate genetică. Prin urmare, studiile citogenetice și genetice moleculare 

sunt parte integrantă a biotehnologiilor aplicate pentru această cultură, sporind eficacitatea 

utilizării acestei abordări pentru rezolvarea problemelor aplicate [263]. 
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1.4. Mecanisme de inducere a variabilității in vitro la plante 

Mecanismele variabilităţii genetice în cultura de celule şi ţesuturi vegetale in vitro produc 

o evoluţie accelerată de reorganizare a cariotipului cu obţinerea variaţiilor somaclonale, 

determinate de adaptibilitatea biologică a organismului vegetal. Potenţialul variabilităţii 

somaclonale preexistă şi se realizează în anumite condiţii de cultură a genotipului in vitro [370]. 

În ultimele decenii natura genetică și mecanismele de apariție a variabilității somaclonale 

au devenit obiectul unei atenții deosebite. Conform datelor din literatură, factorii majori care 

influențează variațiile somaclonale sunt caracterizați pentru diverse specii de plante derivate prin 

culturi de țesuturi [117; 158; 159; 272; 363; 368] și pot fi grupați în felul următor: 

1. Factori endogeni: a) genetici – genotipul; b) fiziologici – originea, natura și stadiul de 

dezvoltare a explantului primar și al donatorului de explant; 

2. Factori exogeni: a) chimici – compoziția mediului de cultură, concentrația și raportul 

diferiților reglatori de creștere; b) fizici – condițiile de cultură (temperatura, lumina, 

umiditatea) și durata de cultivare. 

Genotipul are o influență puternică asupra calusogenezei, morfogenezei, regenerării și 

gradului de variație printre somaclone, de aceea identificarea și screening-ul genotipurilor 

valoroase, ce posedă o rată înaltă de calusare și regenerare in vitro sunt extrem de importante în 

obținerea somaclonelor utilizate ulterior în lucrările de selecție [324]. 

Rata explantelor inițiale convertite în plantule sau plante integre se referă la eficiența 

regenerării culturii, care este influențată în principal de genotip și explante. Prezența unui efect 

genetic puternic a fost raportată pentru grâu [94], mei etiopian [257] și orez [129]. 

La grâu, numărul de embrioni somatici formați din embrioni imaturi cultivați a fost 

influențat în principal de genotip, în care soiurile cu cele mai bune performanțe au obținut 1,4-

1,8 plante/explant [138]. S-a studiat conjugarea proceselor de morfogeneză în cultura 

embrionilor imaturi la 15 soiuri de grâu comun de primăvară de diverse origini ecologice și 

geografice. Polimorfismul soiurilor a fost relevat în ceea ce privește capacitatea de calusare, 

morfogeneză și regenerare a plantelor. Frecvența calusogenezei a fost de 94,3 %, variind de la 

76,6 la 100 % în funcție de genotip. Un proces morfogenetic activ a fost observat în țesuturile 

calusului la 72 % dintre soiurile testate [380]. 

Inducerea calusului și frecvența de regenerare a orzului depind de mai mulți factori, 

principalii fiind: genotipul, sursa explantelor și mediul de cultură [30; 258]. De asemenea, la in 

(Linum usitatissimum L.) se observă formarea calusului și regenerarea lăstarilor in vitro pe 

mediu nutritiv MS, suplimentat cu 0,05 mg/l acid 1- naftilacetic (ANA), 1,0 mg/l 6-
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benzilaminopurină (BAP) şi 30 g/l zaharoză. Frecvența calusogenezei (15–100%) și 

organogenezei (10,0 – 93,8%) sunt influențate de genotip [219]. 

Eficiența regenerării la 18 genotipuri de mei etiopian (Eragrostis tef (Zucc.) Trotter) a 

fost studiată folosind ca explant trei dimensiuni de embrioni imaturi (mici, intermediari și mari). 

Regenerarea in vitro a fost afectată semnificativ de genotip și dimensiunea embrionului imatur 

utilizat ca donator. Embrionii imaturi de mărime intermediară care aveau o lungime de 101-350 

µm au condus la cel mai mare procent de regenerare [257]. 

Calusogeneza, organogeneza și cultura suspensiei celulare de mușețel (Matricaria 

chamomilla L.) sunt direct influențate de genotip. În studiul asupra calogenezei și regenerării in 

vitro la șase genotipuri de mușețel s-a observat că regenerarea a fost 77,5% dependentă de 

genotip în embriogeneza directă și 77% în cazul embriogenezei indirecte [32]. 

Astfel, rolul genotipului drept sursă primordială în determinarea existenței și nivelului 

răspunsului explantelor la cultura in vitro este dovedit prin multiple studii și confirmat pentru 

numeroase specii de plante. 

Explantul primar. Originea, natura și stadiul de dezvoltare al explantului primar sunt 

foarte importante deoarece determină nu doar frecvența de inducere a calusului, tipul de 

morfogeneză, dar și frecvența variațiilor somaclonale. Mai multe rapoarte au indicat capacitatea 

totipotentă a celulelor vegetale prin care planta poate fi regenerată, ulterior fiind utilizată pe 

scară largă în mai multe studii de bază, cum ar fi micropropagarea, conservarea germplasmeiși 

formarea plantelor modificate genetic. Regenerarea in vitro a plantelor este un proces în care 

explantele, după ce au fost supuse dediferențierii, diviziunii și diferențierii celulare, formează 

organe și țesuturi pe parcursul perioadei lor de creștere [92; 369].  

Frecvența și natura variației somaclonale sunt influențate de originea sursei de explant. 

Țesuturile diferențiate, cum ar fi rădăcinile, frunzele și tulpinile produc în general mai multe 

variații decât explantele, precum meristemele preexistente, cum ar fi mugurii axilari și vârfurile 

lăstarilor [121; 187]. La plantele medicinale, cele mai eficiente explante, care permit regenerarea 

lăstarilor direct sau prin calus, sunt reprezentate de fragmente de frunze, fragmente de tulpini 

nodale și internodale și vârfuri apicale. Diferite tipuri de explante reacționează diferit la aceeași 

variantă nutrițională. De exemplu, calusurile obținute prin inocularea fragmentelor de 

internoduri, frunze și rădăcini din Rhodiola rosea L. pe mediu Murashige-Skoog (MS), 

suplimentat cu BAP și 2,4-D, au fost diferite în ceea ce privește culoarea, viteza de proliferare și 

capacitatea organogenetică [127]. 
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Prin citometria în flux, s-a detectat că calusul inițiat din lăstari a regenerat plante de 

Curcuma aromatica Salisb., sunt preponderent diploide (circa 75 %) sau mixoploide (circa 

25%), iar analiza distribuției conținutului de ADN a confirmat prezența celulelor diploide, 

tetraploide și octoploide [222]. 

Gramineele prezintă plante cu o dificilă pretabilitate pentru cultura in vitro. Frecvenţa 

formării calusului embriogen şi a regeneranţilor din embrioni imaturi și antere pentru cerealele 

de bază (Triticum, Triticale, Oryza) a variat în limite destul de largi. Au fost elaborate tehnologii 

de cultivare îndelungată (de peste 2 ani) a ţesutului cu capacităţi înalte embriogene şi de 

regenerare din embrioni imaturi de grâu cu potenţial diminuat al acesteia pentru obţinerea 

soiurilor [258].  

Embrionii maturi de cereale pot fi introduși în cultură in vitro pentru a obține calus [51; 

157; 338]. Cu toate acestea, embrionii imaturi, de asemenea, s-au dovedit a fi explante deosebit 

de promițătoare pentru calusogeneză [218; 292, 336; 337]. La grâu, embrionii imaturi sunt cel 

mai utilizat tip de explant pentru inițierea culturilor, fiind totodată un obiectde studiu incomod 

din cauza disponibilității lor temporale și a cerințelor specifice de prelevare, spre deosebire de 

embrionii maturi care sunt ușor de depozitat și disponibili pe termen lung pentru cercetare [137]. 

Date similare privind beneficiile în inducerea formării calusului explantelor din stadiile 

anterioare de dezvoltare au fost obținute în studiul vârfurilor lăstarilor de sorg [97], anterelor 

imature de grâu [367] și de orez [285], segmente tinere de cotiledon de Arabidopsis [121; 269] și 

frunze tinere de trestie de zahăr [50]. Aceste rezultate pot fi explicate prin faptul, că inducerea 

formării calusului implică reprogramarea celulelor explantului inițial cu potențial morfogenetic 

[158; 159] și ontogenetic [363]. 

Pentru secară (Secale cereale L.) cel mai bun tip de explant pentru regenerarea plantelor 

s-a dovedit a fi embrionul matur susținut de endosperm, cu cea mai mare rată a calusului 

embriogen (60%) și eficiență de regenerare (n =1,24) obținute pe mediul MS, care conține 

maltoză și 12 mg/L picloram [153]. 

Inducerea calusului și frecvența de regenerare a orzului depind de unii factori, cum ar fi 

genotipul, sursa explantelor și mediul de cultură [30; 52; 258]. Embrionii imaturi sunt utilizați 

cel mai frecvent ca sursă de explante pentru regenerarea in vitro și transformarea genetică a 

orzului, datorită potențialului mai înalt de regenerare [134; 279; 298]. Cu toate acestea, 

embrionii maturi sunt preferabili embrionilor imaturi, deoarece au avantaje precum depozitarea 

ușoară și disponibilitate rapidă [212]. Pentru inducerea calusului mai frecvent sunt utilizați 

embrionii maturi susținuți de endosperm [146], precum și embrionii maturi excizați [146; 338]. 
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Sursa și dimensiunea explantului influențează eficiența regenerării. Studiul la orzul de 

malț soiul Morex a evidențiat că embrionii mai mici (0,5-1,5 mm) au o eficiență de regenerare 

mai mare decât embrionii mai mari (1,6-3,0 mm) [76]. În mod similar, la iarba Sudanului 

(Sorghum sudanense Piper) embrionii imaturi mai mici (0,7-1,5 mm) au fost mai buni decât cei 

mai mari (1,6-2,5 mm) în ceea ce privește viteza și frecvența formării calusului și lăstarilor 

[136]. Au fost studiate diverse tehnici de regenerare in vitro pentru meiul etiopian (Eragrostis tef 

(Zucc.) Trotter). În calitate de explante în aceste investigații au servit răsaduri, rădăcini, frunze, 

semințe, spiculețe sau panicule imature și embrioni imaturi, care au asigurat un procent 

substanțial de regenerare [257]. 

Perioada și durata de subcultivare. Vârsta culturii și numărul de subcultivări 

favorizează apariția variațiilor somaclonale. Cu cât o cultură este menținută mai mult timp in 

vitro, cu atât variabilitatea somaclonală este mai extinsă. Variantele cariotipice se acumulează 

odată cu creșterea vârstei calusului și, ca urmare, cresc șansele de obținere a noi variante de 

plante în timpul subcultivării succesive [189]. În afară de aceasta, multiplicarea rapidă a 

țesuturilor, în timpul micropropagarii, poate afecta stabilitatea genetică a acestuia. Khan S. și 

colaboratorii [182] au raportat că după a opta subcultură, numărul variantelor somaclonale a 

crescut cu o scădere simultană a ratei de multiplicare a propagulelor la banană.   

În mod similar, Clarindo W. și colaboratorii [82] a recomandat limitarea la 4 luni a 

păstrării suspensiilor agregate de celule de cafea pentru multiplicarea în masă a tipurilor inițiale, 

deoarece a fost observată instabilitatea ploidiei în cultura in vitro pe termen lung.  

De asemenea, la cultivarea in vitro din internoduri a soiurilor de măsline, s-au observat 

diferențe semnificative ale caracterelor morfologice la plantele regenerate după a șaptea 

subcultură, fapt confirmat ulterior prin analiza RAPD [113]. 

Menționăm că, la creșterea ratei variațiilor somaclonale, în special a culturilor de 

suspensie celulară și calus, contribuie nu doar numărul de subculturi dar și durata acestora. 

Studiile au atestat că variația somaclonală este mai evidentă la plantele regenerate din culturi pe 

termen lung [56]. A fost observat că proliferarea in vitro induce hipermetilarea ADN-ului într-un 

mod dependent de timp, iar modificările metilării ADN-ului sunt implicate în modularea 

expresiei capacității embriogene în timpul culturii de țesut a palmierului de ulei [281]. 

Regenerarea plantelor in vitro din antere sau microspori izolați din orz [60], triticale [200] și 

multe alte specii induce numeroase modificări care afectează secvențele genomului și modelele 

de metilare a ADN-ului [239]. 
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La cultura Curcuma aromatica, au fost obținuți regeneranți și s-a dovedit citofotometric 

caracterul poliploid al unor plante. Frecvența celulelor poliploide a fost mai mare în cazul 

regeneranților obținuți dintr-un calus cultivat timp de 180 de zile comparativ cu cei dintr-un 

calus de 6 zile. Conform opiniei unor autori frecvența crescută a celulelor poliploide ar putea fi 

atribuită subcultivării îndelungate a calusului [222]. 

Mediile de cultură. Un factor important pentru succesul calusogenezei și regenerării 

plantelor este componența mediului nutritiv, care include în principal diferite cantități, 

concentrații și combinații de micro-, macroelemente, vitamine și cel mai important reglatori de 

creștere [2; 126], în special auxine și citochinine [103]. 

Mai mulți reglatori de creștere, cum ar fi acidul 2,4-diclorfenoxiacetic (2,4-D), acidul 

naftilacetic (ANA) și BAP (6-benzilaminopurină), derivați sintetici de feniluree (4-CPPU, PBU 

și 2,3-MDPU) sunt considerați responsabili pentru variabilitatea genetică [313]. Cultivarea 

îndelungată pe mediul care conține 2,4-D influențează nivelurile mai mari de ploidie ale ADN-

ului în celulele calusului [304], iar folosirea acidului 3-indolilacetic (AIA) și a inozitolului în 

mediul de cultură au indus rearanjamente ADN și modificări de metilare în culturile de calus de 

morcov (Daucus carota) [49]. 

În literatura de specialitate există date ce indică că, nu doar concentrația, dar și raportul 

dintre diferiți reglatori de creștere afectează apariția variațiilor in vitro. Acidul 2,4-

diclorofenoxiacetic (2,4-D) și acidul 3,6-dichloro-2-methoxybenzoic (dicamba) au fost utilizați 

cu succes pentru inducerea calusului la orz [331]. 2,4-D, dicamba și acidul 4-amino-3,5,6-

trichloro-2-pyridinecarboxylic (picloram) au fost testate pentru a determina efectele lor asupra 

inducerii calusului în cultura de embrioni imaturi de orz [258]. În plus, există cercetări care au 

fost efectuate pentru a determina efectele acestor auxine asupra formării calusului și regenerării 

plantelor în cultura de embrioni maturi de orz [338]. De asemenea, rezultate similare au fost 

obținute la cultura de embrioni maturi de grâu și triticale [52; 68]. 

Pentru a induce calusogeneza și regenerarea plantelor de triticale, embrioni imaturi și 

maturi susținuți de endosperm a șase soiuri (BDMT-98-8S, Melez-2001, Mikham-2002, Presto, 

Tacettin Bey și Tatlicak-97) au fost inoculați pe mediul MS suplimentat cu 2 mg de acid 2,4-

diclorofenoxiacetic (2,4-D), și respectiv 8 mg de 2,4-D. Cel mai util explant pentru regenerarea 

plantelor de triticale au fost embrioni imaturi, capacitatea de regenerare constituind 97,3% [68]. 

Au fost selectate concentrații optime ale componentelor mediilor nutritive în etapele de 

micropropagare clonală a 3 soiuri de cartofi (Lyubava, Kemerovochanin și Tuleevskiy). A fost 

studiată, în fazele de reproducere și înrădăcinare a regeneranţilor, influența unor constituienți ai 
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mediului de cultură (zaharoză, agar-agar, reglatorii de creștere: ANA - acid α-naftil acetic, AIA - 

acid β-indolil acetic și AIP - acid β-indolilpropionic) S-a evidențiat cea mai bună dezvoltare a 

plantelor pe mediu nutritiv cu suplinirea de 4 g*L-1 de agar - agar, iar adăugarea zaharozei în 

concentrație de 3-5 % a contribuit la formarea mai multor internoduri [99]. 

Pentru dezvoltarea și evoluția explantelor, culturile trebuie menținute în condiții 

controlate de lumină, temperatură, fotoperioadă și umiditate. De exemplu, condițiile de iluminare 

pot fi stresante pentru explantele inoculate, rezultând regeneranți cu fenotipuri anormale [170]. 

Reglatorii de creștere a plantelor pot afecta rata variației somaclonale atât direct, cât și 

indirect prin creșterea coeficientului de multiplicare și inducerea lăstarilor [125]. 

Regenerarea plantelor in vitro este un proces în care explantele, după ce au parcurs 

reprogramarea, diviziunea și diferențierea celulară, formează organe și țesuturi pe parcursul 

perioadei de creștere a acestora [93]. Deși principiile de bază ale regenerării plantelor sunt 

cunoscute de mult timp, mecanismele celulare, moleculare și fiziologice bazate pe acestea sunt în 

curs de cercetare. Rapoartele recente demonstrează implicarea semnalelor moleculare în 

răspunsurile organogenezei și embriogenezei. Cu toate acestea, unele modificări celulare, cum ar 

fi apariția variațiilor somaclonale și a anomaliilor în timpul procesului de regenerare a plantelor 

in vitro, pot fi asociate cu efecte adverse asupra eficacității regenerării plantelor. Studiile 

anterioare sugerează că, în unele cazuri, regenerarea plantelor implică reprogramarea celulelor 

somatice distincte, în timp ce în altele, este indusă de activarea celulelor relativ nediferențiate în 

țesuturile somatice [303]. 

Regenerarea in vitro a plantelor poate fi efectuată prin diverse tipuri de morfogeneză 

(organogeneză sau embriogeneză somatică) [158]. Organogeneza este procesul de multiplicare a 

celulelor explantului pe medii adecvate cu inițiere și formare de calus, care proliferează și 

formează structuri prenodulare, ultimele participând la formarea de novo a centrelor morfogene 

Regenerarea plantelor in vitro prin organogeneză este rezultatul formării organelor prin 

dediferențierea celulelor diferențiate și reorganizarea diviziunii celulare pentru a crea primordii 

și meristeme cu generare de organe după conexiunea vasculară dintre explant și organul nou 

regenerat [98]. 

În embriogeneza somatică, în primul rând, se formează o celulă structurală similară 

embrionilor zigotici, iar apoi întreaga plantă este regenerată [158; 166]. Embriogeneza somatică 

este una dintre tehnicile biotehnologice de multiplicare a soiurilor economic importante. Acest 

proces este bazat pe manifestarea totipotenței celulelor vegetale în care embrionii apar din celule 

somatice sau vegetative dacă nu are loc fertilizarea [233]. Celulele somatice trec prin stadii de 
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embriogeneză prin dezvoltarea structurilor asemănătoare embrionilor zigotici fără fuziunea 

gameților. Embriogeneza somatică ar putea fi potrivită pentru propagarea în masă a speciilor de 

culturi pe cale de dispariție [59] și pentru producții comerciale. 

Deși capacitatea de regenerare a plantelor variază semnificativ în diferite genotipuri, 

micropropagarea a fost aplicată comercial la nivel mondial. În ultimii ani, au fost studiați mai 

mulți agenți care reglează regenerarea plantelor, cum ar fi fitohormonii exogeni [163; 233], tipul 

explantului [259] ce influenează reprogramarea celulelor somatice diferențiate și activarea 

celulelor relativ nediferențiate în țesuturile somatice [158]. La moment se menține actualitatea 

studiilor despre influența mecanismelor celulare, moleculare și fiziologice asupra eficienței 

regenerării plantelor și se discută despre impacul factorilor de dezvoltare și de mediu [303]. 

Mutageneza – factor de suplimentare a variațiilor genetice. Mutațiile sunt definite ca 

modificări ereditare ale secvenței ADN, care nu sunt derivate din segregarea genetică sau 

recombinare [226]. Mutațiile pot fi folosite ca instrument pentru studiile funcționale ale genelor 

și pentru a crea variabilitate genetică [194]. Ratele de mutație spontană la plantele superioare 

sunt scăzute, variind de la 10-5 la 10-8. Mutageneza este o strategie importantă pentru creșterea 

frecvenței mutațiilor [87; 203], permițând studii de genomică funcțională și dezvoltarea de noi 

genotipuri. 

Mutageneza indusă este un fenomen unic, frecvența apariției sale într-o populație de 

celule depășește triplu frecvența mutațiilor spontane care apar în natură. În baza de date 

FAO/IAEA până în prezent sunt înregistrate peste 3.200 de soiuri de plante, care au fost produse 

prin mutageneză, mai mult de jumătate dintre soiurile înregistrate provin din orez (Oryza sativa), 

orz (Hordeum vulgare), grâu (Triticum spp.), soia (Glycine max), porumb (Zea mays) și 

crizanteme (Chrysanthemum spp.) [109; 307]. 

Variația genetică a mutanților poate fi indusă fie prin tratamente specifice cu mutageni 

fizici: radiaţiile ionizante (raze X și raze gama), radiații neionizante (ultraviolete) și radiații 

corpusculare (protoni, neutroni, particule alfa și beta), chimici (agenţi de alchilare și azide), fie 

prin cultura de țesut [196; 307]. 

Mutageneza fizică constă în aplicarea radiațiilor ionizante (X și γ) și neionizante (UV), 

pentru a genera mutații aleatorii în materialul vegetal [53]. Năutul (Cicer arietinum), fiind o 

cultură autogamă cu compatibilitate sexuală foarte limitată și cu majoritatea genotipurilor 

sălbatice, a fost tratat cu diferiți mutageni fizici și chimici pentru a îmbunătăți structura genetică 

și selecta mutanți cu un conținut mărit de clorofilă, proteine și minerale [265]. La orz (H. 
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vulgare), utilizarea razelor X în calitate de mutagen a contribuit la dezvoltarea și selecția 

formelor mutante cu trăsături agronomice importante (perișori denși, maturitate timpurie) [197]. 

Radiația gama este unul dintre cei mai utilizați agenți mutageni la plante, deoarece se 

raportează că induce o variabilitate genetică ridicată [206]. Acest tip de radiație poate fi generat 

de radioizotopi, cum ar fi carbon - 14 (C14), cobalt - 60 (Co60), cesiu - 137 (Cs137) și plutoniu - 

239 (Pu239) [278; 307]. Leziunile primare cauzate de radiațiile gama întârzie sau inhibă 

diviziunea celulară și afectează activitatea mitotică, rata de creștere, fotosinteza, modularea 

sistemului antioxidant și acumularea de compuși fenolici. Inducerea eficientă a mutagenezei prin 

radiație gama necesită determinarea dozei optime de radiație, adică doza care reduce 50 % din 

populație (doza letală mediană, DL50) [307].  

Dozele mari de radiație pot induce radioinhibiția prin afectarea promotorilor de creștere 

și, în cele din urmă, pierderea capacității regenerative, malformația și distrugerea țesuturilor 

[317]. Testele de radiosensibilitate permit determinarea dozei adecvate de radiații pentru a 

induce cea mai mare rată de mutații cu cele mai neglijabile efecte asupra materialului genetic 

[307]. Stimularea mutațiilor poate fi obținută cu doze mici de radiații care favorizează inducerea 

metaboliților și a modificărilor biochimice implicate în regenerarea plantelor [317]. La porumb și 

răsadurile de Agave tequilana var. albastru, iradiate cu DL50 între 20 și 25 Gy s-a indus numărul 

de lăstari și a crescut dimensiunea răsadurilor, în timp ce la 16 Gy a crescut masa calusului [41]. 

Pentru Solanum tuberosum var. Désirée (cartof), DL50 de 10 Gy a sporit regenerarea calusului 

vegetal cu 71 % [41].  

Mutageneza in vitro oferă posibilitatea de răspândire rapidă și masivă a plantelor mutante 

[307]. Inducerea mutațiilor prin iradiere gama s-a observat în muguri și semințele colectate din 

câmp, precum și în culturi de țesuturi, protoplaști și calus [314; 315]. Prin această tehnică, 

populațiile mari de plante pot fi gestionate în condiții controlate, în spații reduse și în orice 

perioadă a anului [148]. Pe de o parte, tehnicile biotehnologice in vitro garantează calitatea și 

siguranța, care, combinate cu tehnici de mutageneză, permit selectarea caracteristicilor 

agronomice remarcabile la plantele de importanță biologică și economică. Utilizarea diferitelor 

doze (10, 30 și 50 Gy) la explantele de cultură in vitro de Eriobotrya japonica L. (Loquat) a 

făcut posibilă accelerarea programelor de reproducere în care combinația de explante apicale 

cultivate pe mediu MS, a favorizat o creștere mai mare a diametrului calusului, numărului de 

lăstari, frunze, și înălțimea plantulelor în variantele iradiate cu 10 Gy [381]. 

În ultimul deceniu au fost înregistrați mutanții Oryza sativa L., Solanum lycopersicum L., 

și Bougainvillea spp. (FAO/IAEA, 2012). Datele din literatură indica că 92 % dintre mutanții de 

orez sunt obținuți prin iradiere cu razele γ, care generează variabilitate genetică la majoritatea 
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genotipurilor cu caracteristicile organoleptice, maturitate timpurie, precum și rezistența la 

infecția cu Nilaparvata lugens [108; 144]. 

Din semințele de tomate (S. lycopersicum L.) supuse radiațiilor s-au obținut mutanți cu 

randament sporit și calitatea îmbunătățită a fructelor (forma, mărimea și culoarea frunzelor), dar 

și cu o toleranță mai înaltă la stresul termic (FAO/IAEA, 2012). Efectul radiației gama asupra 

inducerii rezistenței la stresul salin a fost raportat la cartof (S. tuberosum L.) [339]. 

Plante mutante de orez (O. sativa L.) au fost obținute prin iradiere cu razele γ la dozele 

50–350 Gy. Astfel, au fost selectați mutanți de orez (50 Gy), care s-au evidențiat prin 

îmbunătățirea însușirilor agronomice (înălțimea plantei, numărul de freze, greutatea lăstarilor și 

rădăcinii, biomasa totală și lungimea paniculelor), calitatea nutrițională, toleranța la stres biotic și 

abiotic (salinitate) și rezistență la erbicide [306; 330]. 

Numeroase studii au raportat că, cultura in vitro separat sau combinată cu mutageneza 

poate fi utilizată pentru a genera plante cu variabilitate genetică crescută și mutanți, ca o sursă 

potențială de noi culturi comerciale. La trestia de zahăr (Saccharum officinarum L.) au fost 

investigate mutageneza indusă de raze gama și cultura in vitro și toleranța la salinitate (NaCl). 

Culturile de calus embriogenic au fost iradiate (10 - 80 Gy) iar apoi, calusul iradiat a fost tratat 

cu NaCl (0, 50, 100, 150, 200 și 250 mmol L−1). Din 138 de clone au fost selectate 18 clone 

mutante care au prezentat creșterea nivelului de zahăr [235]. 

Efectele radiațiilor gama asupra plantelor de cafea (Coffea arabica L. var. typica) din 

generația M1 au fost evaluate folosind doze de iradiere de 0, 50, 100 și 150 Gy. La plantele care 

au supraviețuit iradierii cu doza de 100 Gy au fost observate modificări morfologice pentru 

forma și vârful frunzei, culoarea frunzelor tinere, înălțimea plantei, diametrul tulpinii, numărul 

de frunze pe plantă, lungimea și lățimea frunzelor [264]. 

Mutageneza a contribuit la aducerea pe piață a mii de soiuri de plante cu însușiri 

fenotipice îmbunătățite precum și performanța agronomică, caracteristicile nutriționale, 

rezistența la boli, toleranța la factori de mediu, rezistența la erbicide și multe altele [226]. 

 

Concluzii la capitolul 1 

Analiza literaturii de specialitate denotă la plantele de cultură exstența unei variabilități 

genetice și diversități limitate, ceea ce le face vulnerabile față de fluctuațiile tot mai accentuate 

ale condițiilor de mediu și a factorilor limitativi. Sumând informațiile bibliografice se constată:  

1. Evaluarea diversităţii genetice prin metodele: morfologice, fiziologice, 

biochimice, citologice și moleculare pune la dispoziția cercetătorilor un material inițial de 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/saccharum-officinarum
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/mutagenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/callus-culture
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ameliorare cu caractere valoroase, pentru obținerea soiurilor moderne cu rezistență ridicată la 

factorii de stres biotic și abiotic. 

2. Triticalele au o importanță economică deosebită pentru omenire, fiind utilizate în 

alimentația umană, hrana animalelor și producția de biocombustibil, pentru controlul eroziunii 

solului, ca cultură de acoperire, iar îmbunătățirea constantă a formelor existente sau crearea de 

noi soiuri este extrem de importantă. 

3. Interesul sporit față de triticale este condiționat de productivitatea înaltă, 

conținutul însemnat de proteină în boabe cu aminoacizi esențiali, rezistență la iernare, secetă și 

maladii, toleranță la toxicitatea sărurilor, de asemenea nu este pretențioasă față de sol. 

4. Diversitatea genetică în cadrul germoplasmei triticalelor este scăzută, fapt 

condiționat de durata scurtă de viață a acestei culturi de la crearea ei, iar reproducerea ar trebui 

să se concentreze pe generarea variabilității genetice în cadrul fondului genetic disponibil 

pentru a îmbunătăți această cultură promițătoare. 

5. Studiul variației somaclonale la triticale este de interes nu numai pentru 

cercetarea fundamentală, dar și pentru selecția practică, deoarece somaclonele pot servi ca 

sursă de diversitate genetică, iar pentru extinderea potențialului genetic și îmbogățirea 

genotipurilor existente poate fi utilizată metoda culturii de țesuturi și celule in vitro. 

6. Factorii de inducere a variațiilor somaclonale prin metoda culturii in vitro pot fi 

endogeni: genetici – genotipul; fiziologici – originea, natura și stadiul de dezvoltare a explantului 

primar și al donatorului de explant; și exogeni: chimici – compoziția mediului de cultură, 

concentrația și raportul diferiților reglatori de creștere; fizici – condițiile de cultură (temperatura, 

lumina, umiditatea) și durata de cultivare. 

7. Mutageneza indusă este unul dintre cele mai puternice instrumente pentru 

extinderea variabilității genetice necesare dezvoltării surselor de germoplasmă valoroase. Razele 

gama induc schimbări citologice, genetice, biochimice, fiziologice şi morfologice în dependenţă 

de doza iradierii şi sunt pe larg utilizate pentru inducerea variabilităţii la plantele de cultură. 

8. În contextul studiilor analizate sunt expuse mai multe raționamente privind rolul 

radiației gama în cultura in vitro ca mutagen în generarea variabilității genetice și obținerea 

formelor noi de triticale cu caractere valoroase îmbunătățite. 
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2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC ȘI 

METODELOR DE CERCETARE 

Cercetările privind inducerea variabilității genetice au fost realizate prin utilizarea 

metodelor biotehnologice (calusogeneză, regenerarea in vitro, aclimatizarea materialului vegetal) 

în complex cu mutageneza fizică (iradierea gama), iar pentru evaluarea variabilității somaclonale 

și induse a genotipurilor de triticale au fost aplicate metode ale geneticii cantitative (analiza 

caracterelor biomorfologice), citologice, moleculare. Datele experimentale au fost prelucrate prin 

metode statistice. Au fost aplicate protocoale standard, fiind optimizate şi perfecţionate în funcție 

de specificul obiectivelor de studiu.  

Activitățile experimentale au fost realizate în cadrul Laboratorului Genetica rezistenței 

plantelor al Institutului de Genetică, Fiziologie şi Protecţie a Plantelor în cadrul proiectelor de 

cercetare: Programul de Stat, 20.80009.5107.03 „Valorificarea eficientă a resurselor genetice 

vegetale și biotehnologiilor avansate în scopul sporirii adaptabilității plantelor de cultură și 

schimbările climatice” (2020-2023); 15.817.05.11F „Sisteme de inducere a variabilităţii şi 

rezistenţei plantelor, procedee tehnologice de sporire a productivităţii culturilor agricole” (2015-

2019); 11.817.0.4.04F „Biotehnologii avansate şi mecanisme genetice şi fiziologice de inducere 

a variabilităţii genotipice şi formarea unui potenţial genetic sporit de productivitate şi rezistenţă a 

C3 şi C4 plantelor” (2011-2014); 06.407.005F „Studiul variabilităţii genetice indusă de factori 

fizici, chimici şi biologici in vivo şi in vitro, evaluarea genetico - moleculară a caracterelor de 

productivitate, calitate şi rezistenţa la condiţiile nocive ale mediului” (2006-2010); 01.14.02F 

„Biotehnologii moderne (genetico - moleculare) de sorire a variabilităţii ereditare valoroase 

(rezistenţă, productivitate, calităţi) la plantele de cultură” (2001-2005).  

 

2.1. Materialul și metodologia cercetării 

În calitate de material biologic au servit 8 genotipuri de triticale hexaploide: Ingen 33, 

Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, LT 76872, Rodlen, CAD 2/917 din colecţia Institutului 

de Genetică, Fiziologie și Protecție a Plantelor, dintre care la 3 genotipuri au fost analizate 

somaclonele obținute. 

Genotipurile studiate prezintă următoarele caracteristici:  

Ingen 35 – spic alb, fără pubescență, ariste albe, bob roșu. Spic de mărime medie (9,5-

11,0 cm), cilindric, densitate medie (28 – 32 spiculețe per spic). Bobul oval, masa a 1000 boabe 

constituie 45 – 47 g, conține 13 - 14% proteine și 22 – 24% gluten. Numărul de boabe în spic 

variază între 52 – 60, în spiculețe între 2 – 3. Perioada de vegetație este 275 – 280 zile și face 
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parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Înălțimea plantelor este de 92 – 94 cm, numărul 

de tulpini per plantă 2,8 – 3,0.  

Tolerant la secetă, iernare, pătulire și maladii (făinare, rugină galbenă și brună, fuzarioză, 

septorioză). 

Ingen 93 – spic alb, fără pubescență, ariste albe, bob roșu. Spic de mărime medie (9,5 - 

11,0 cm), cilindric, densitate medie (28 – 31 spiculețe per spic). Bobul oval, masa a 1000 boabe 

constituie 46 – 47 g,conține 13 - 14% proteine și 22 – 24% gluten. Numărul de boabe în spic 

variază între 54 – 62, în spiculețe între 2 – 3. Perioada de vegetație este 276 – 282 zile și face 

parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Înălțimea plantelor este de 94 – 96 cm, numărul 

de tulpini per plantă 2,8 – 3,0.  

Tolerant la secetă, ger, cădere și maladii (făinare, rugină galbenă și brună, fuzarioză, 

septorioză). 

188TR 5021 – spic alb, fără pubescență, ariste albe, bob galben. Spic de mărime medie 

(11,5 - 13,5 cm), cilindric, densitate medie (29 – 33 spiculețe per spic). Bobul oval, masa a 1000 

boabe constituie 32 – 35 g. Numărul de boabe în spic variază între 60 – 68. Perioada de vegetație 

este 276 – 282 zile și face parte din grupul plantelor cu precocitate medie. Înălțimea plantelor 

este de 100 – 103 cm, numărul de tulpini per plantă 2,9 – 3,0.  

Tolerant la secetă, ger, cădere și maladii (făinare, rugină galbenă și brună, fuzarioză, 

septorioză). 

Experiențele au fost efectuate în condiții de laborator, solariu și câmp. În solariu au fost 

cultivate variantele experimentale și martorul în substrat sol. În câmp experienţele au fost 

efectuate în variante randomizate în trei repetiții conform recomandărilor standard [84]. 

 

2.2. Metoda culturii in vitro 

Cultura in vitro este o metodă de perspectivă pentru obţinerea diversităţii genetice, 

determinată de variabilitatea somaclonală, care se folosește eficient în inducerea variabilității, 

prin obținerea somaclonelor ce prezintă interes agronomic [277; 350]. 

În scopul obținerii culturii de calus a fost selectat materialul vegetal din care s-au prelevat 

diferite tipuri de explante: embrioni maturi, fragmente de frunză aseptică de diferită vârstă. 

Materialul steril a fost prelevat de la plantule, obţinute prin regenerare directă în cultura in vitro 

din embrioni maturi inoculaţi pe mediul Murashige-Skoog fără hormoni [227]. 
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Compoziţia şi prepararea mediilor de cultură. 

Compoziţia mediului. Una dintre cele mai importante etape este optimizarea și prepararea 

mediului nutritiv. În cadrul experiențelor s-a utilizat mediul bazal Murashige-Skoog [227]. Au 

fost preparate soluţiile - stoc de: macro- și microelemente, fier chelat, vitamine şi hormoni 

(Tabelul 2.1).  

Pentru iniţierea calusogenezei și embriogenezei au fost testate 6 variante de mediu 

nutritiv cu mediul bazal Murashige-Skoog. Procesele de dezvoltare a plantei în cultura in vitro 

sunt dirijate în special de reglatorii de creștere utilizaţi în mediu. În dependenţă de concentraţia 

auxinelor şi a citochininelor, precum şi a coraportului dintre fitohormoni, depinde tipul de 

morfogeneză obţinut [2]. Din variantele de mediu testate, s-a stabilit, că mediul de cultură MS 

suplimentat cu reglatori de creştere acid diclorofenoxiacetic 2,4-D (2,5 mg/l) şi kinetină (0,2 

mg/l), fiind cel mai optim pentru inducerea calusogenezei, suplimentat cu L-asparagină – 150 

mg/l, mezoinozitol – 100 mg/l, glicină – 2 mg/l, acid ascorbic – 20 mg/l, zaharoză – 30 mg/l.  

 

Tabelul 2.1. Componenţa mediului Murashige-Skoog (MS) 

Compoziția mediului MS (Murashige-Skoog, 1962) 

Cantitatea, mg/l 

Macroelemente 

NH4NO3 Azotat de amoniu 1650 

KNO3 Azotat de potasiu 1900 

CaCl2*2H2O Clorură de calciu 440 

MgSO4*7H2O Sulfat de magneziu 370 

KH2PO4 Ortofosfat de monopotasiu 170 

Microelemente 

KI Iodură de potasiu 0,83 

H3BO3 Acid boric 6,2 

MnSO4 Sulfat de mangan 22,3 

ZnSO4*7H2O Sulfat de zinc 8,6 

Na2MoO4*2H2O Molibdat de natriu 0,25 

CuSO4*5H2O Sulfat de cupru 0,025 

CoCl2*6H2O Clorură de cobalt 0,025 

Na2EDTA Sare disodică EDTA 37,3 

FeSO4*7H2O Sulfat feros 27,8 

Constituienți organici 

C6H12O6 +2HCO Mezoinositol 100 

Vitamina B1 Tiamină HCl 0,1 

Vitamina B6 Piridoxină HCl 0,5 

Niacină vitamina B3 Acid nicotinic 0,5 

C2H5NO2 Glicină 2 

C12H22O11 Zaharoză 30000 

 

Inducerea morfogenezei a avut loc în rezultatul subcultivării fragmentelor de calus pe 

mediul de cultură MS, suplimentat cu BAP (2,2 mg/l) şi 2,4-D (1,2 mg/l). 
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Valoarea pH-lui a fost ajustată înainte de autoclavare până la 5,6 - 5,8 cu soluţie de KOH 

0,1 N. Mediul de cultură s-a solidificat cu agar 7 g/l.  

Sterilizare recipientelor și a mediilor de cultură. Vasele necesare pentru inocularea 

explantelor și recipientele pentru pregătirea mediilor de cultură s-au sterilizat cu aer fierbinte în 

dulapuri speciale de uscat la o temperatură cuprinsă între 170- 180°C. Mediile nutritive s-au 

sterilizat prin autoclavare, în faza de vapori (10 min), apoi aerisire (20 min) şi sterilizare în 

condiţiile de presiune P=1 atm şi temperatura T=1200C direct în vasele de cultură. 

Secționarea și inocularea explantelor. Manipularea cu explante s-a efectuat utilizând 

boxa cu flux laminar de aer steril. Embrionii maturi au fost aseptizaţi în soluţie de hipoclorit de 

sodiu 7 % (1:1) timp de 30 min, apoi au urmat 3-4 spălări repetate cu apă distilată sterilă timp de 

1 minut fiecare. Embrionii au fost decupaţi de la endosperm sub lupa binoculară şi sterilizaţi 

suplimentar în soluţie diluată de hipoclorit de sodiu de 5,2 % (1:1) pentru un minut, apoi clătiţi în 

apă distilată pentru a reduce contaminarea explantelor. Fragmentele frunzelor tinere prelevate de 

la plantule sterile au fost secţionate în dependenţă de lungimea frunzelor şi vârsta explantului de 

la 2 – 12 segmente de 1 - 2 mm şi s-au inoculat pe mediul nutritiv de la partea bazală spre cea 

apicală. 

Incubarea inoculilor s-a desfășurat în camera de creştere în condiții controlate, 

menţinând temperatura 26 ± 20C, fotoperiodism 16 ore cu o iluminare de 2000 lx şi 8 ore 

întuneric. 

Procesul de formare și creștere a calusului a fost evaluat după câteva zile de la inoculare 

până la apariția regeneranților. Periodic, la intervalul de 4 - 5 săptămâni pentru menţinerea 

viabilității calusului în cultură, respectiv multiplicarea acestuia, este necesară transferarea şi 

subcultivarea pe medii proaspete. Fragmentarea calusului constă în divizarea inoculului şi 

înlăturarea părţilor necrotizate. Pe parcursul desfăşurării experienţelor au fost efectuate 6 pasaje.  

Pe parcurs au fost realizare observații asupra proceselor de calusogeneză, embriogeneză 

și morfogeneză în funcție de tipul de calus obținut în stabilirea provenienței regeneranților. 

Astfel, au fost înregistraţi și calculați următorii indici:  

- explante cultivate pe mediile de cultură;  

- explante cu răspuns calusogenetic pozitiv;  

- explante cu răspuns morfogenetic;  

- frecvenţa calusogenezei, dedusă după numărul de explante ce au format calus; 

-frecvenţa embriogenezei și frecvența regenerării s-au determinat de la numărul explantelor 

cu răspuns calusogenetic pozitiv. 
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Regenerarea plantelor. Calusurile cu proprietăţi morfogene au fost transferate pe mediul 

de regenerare MS suplimentat cu AIA (0,5 mg/l) şi BAP (1 mg/l). După 2 săptămâni s-a observat 

formarea lăstarilor. Pentru înrădăcinarea regeneranţilor, lăstarii cu lungime de 2,5 - 4 cm au fost 

transferaţi pe mediul de înrădăcinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l). Înrădăcinarea s-a atestat la 

a 10-cea zi de cultivare. 

Aclimatizarea plantelor regenerate. Plantulele cu un sistem radicular bine dezvoltat au 

fost cu atenţie spălate sub un get de apă pentru a înlătura agarul, apoi au fost sterilizate cu soluţie 

de KMnO4 și transferate în vase cu substrat sol - turba (3:1) pentru aclimatizare la condiţii in 

vivo. După aclimatizare plantele au fost transferate în ghivece şi cultivate în condiţii de laborator 

până la maturitate. Aceste plante au fost desemnate ca somaclone și au constituit generația SC0. 

Ulterior, somaclonele au fost analizate după un șir de caractere biometrice. 

 

2.3. Metoda mutagenezei fizice 

Radiaţiile ionizante s-au dovedit unul din mijloacele eficiente de intervenţie în 

schimbarea structurii genetice a speciilor, în crearea şi ameliorarea soiurilor, fiind o sursă 

preţioasă de sporire a variabilităţii genetice.  

Razele gama sunt considerate printre cele mai efective raze ionizante, care generând 

radicali liberi induc schimbări citologice, genetice, biochimice, fiziologice şi morfologice în 

dependenţă de doza iradierii şi sunt pe larg utilizate pentru inducerea variabilităţii la plantele de 

cultură [249; 250; 315; 316]. 

Utilizarea radiațiilor gama și culturii in vitro ca sursă de sporire a variabilității 

somaclonale este determinată de specificul acțiunii lor asupra proceselor de calusogeneză, 

embriogeneză și regenerare.  

Materialul semincer a fost iradiat cu raze gama la instalaţia RXM-γ-20, unde în calitate 

de sursă radioactivă a servit elementul Co60. Mutageneză cu Co60 are un potențial ridicat de 

penetrare, nu prezintă risc pentru mediu și poate fi utilizat pentru iradierea celulelor, țesuturilor, 

organelor și plantelor întregi [308]. 

A fost aplicată iradierea într-o singură repriză cu debit de 0,16 g/sec. Doza optimă 

depinde de varietate şi este determinată prin experimentare în funcţie de radiosensibilitatea 

speciei, dozele de iradiere sunt selectate pentru a asigura o frecvenţă înaltă a mutaţiilor, dar şi un 

grad ridicat de supraviețuire a plantelor [35]. 
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Iradierii au fost supuse 8 genotipuri de triticale (300 semințe pentru fiecare variantă) în 

doza de 50, 75, 100, 125, 150, 200 Gy. După o zi de repaus seminţele tratate au fost inoculate pe 

medii de cultură. 

2.4. Metoda citologică de studiere a mitozei 

Studiul diviziunilor mitotice a fost realizat pe preparate temporare după metoda clasică 

[377]. Mostrele de calus au fost fixate la diferite termene de cultivare de la inițierea 

calusogenezei. Calusul a fost fixat în soluţie de alcool - acid acetic glacial (3:1). Probele de calus 

au fost supuse tratării cu soluţie de alaun de fier (7%), timp de 30 min, apoi hidrolizei şi 

macerării preventive cu pectinază (0,5%), timp de 1 oră şi 30 min la temperatura de 28oC. 

Colorarea celulelor calusale a fost efectuată în soluţie carmin-acetică (2%) timp de 24 ore. 

Pregătirea preparatelor citologice a fost realizată prin tehnica regresivă, aplicând decolorarea în 

soluţie de acid acetic (45%). 

Determinarea cotei celulelor cu aberaţii în metafaza, anafaza, telofaza diviziunilor 

mitotice şi stabilirea spectrului de mutaţii au fost realizate în rezultatul analizei preparatelor 

temporare la microscopul Zeiss AXIO a peste 350 de celule calusale la diverse termene de 

cultivare in vitro (în trei repetări). 

Indicele mitotic, a fost apreciat ca raportul celulelor aflate în mitoză față de numărul total 

de celule studiate, aplicând formulă: 

IM = (NP+NM+ NA+NT / NI +NP+NM+ NA+NT) x 100% , unde                            (2.1) 

NI – numărul celulelor în interfază; 

NP – numărul celulelor în profază; 

NM – numărul celulelor în metafază; 

NA – numărul celulelor în anafază; 

NT – numărul celulelor în telofază. 

2.5. Analiza polimorfismului genetic prin tehnica RAPD  

Materialul semincer a fost colectat de la somaclonele de triticale cu însuşiri agronomice 

valoroase selectate din descendenţii SC1, obţinuți din embrioni maturi iradiați cu raze gama (150 

Gy) și regenerate in vitro. Probele pentru analiză au fost colectate, de la plantele crescute în 

condiții de laborator, pentru fiecare genotip (30 plante), în faza de 2 frunzulițe, apoi fiind fixate 

în azot lichid și păstrate la temperatura de - 800C, până la etapa de izolare și prelucrare.  

Izolarea și purificarea ADN-ului genomic. 

Pentru izolarea ADN-ului genomic s-a utilizat kitul Gene JET Plant Genomic DNA 

Purification Mini Kit #K0791 conform protocolului oferit de producător. Cuantificarea calitativă 
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a ADN-lui total s-a determinat prin analiza electroforetică în gel de agaroză de 1% [287]. În 

cazul cand probele de ADN isolate din materialul vegetal sunt contaminate cu impuritati se 

utilizează purificarea cu LiCl2 de 12M: 

• S-a adăugat LiCl2 de 12M ca concentrația finală în soluția de ADN se fie de 4M. Probele 

s-au expus timp de 20-30 min la baia de gheață, apoi s-au centrifughat 10 minute la 

10000 rot/min. Supernatantul s-a colectat în eprubete Epindorf curate, precipetatul cu 

impurități fiind aruncat. 

• Supernatantul colectat s-a prelucrat cu soluția de clorură formică și alcool izoamilic în 

raport de 24:1 în volum egal. S-a centrifughat 5 min la 10000 rot/min, colectat 

supernatantul. 

• S-a adăugat 5M NaCl, astfel ca concentrația finală în soliția de ADN se fie 0.2M. Apoi s-

a adaugat un volum egal de izopropanol, s-a centrifughat timp de 2 min. 

• Precipitatul s-a spălat cu alcool etilic de 70% cu volum de 1ml, s-a centrifughat 2 min la 

10000 rot/min. Etapa s-a repetat de 2 ori. Precipitatul s-a uscat bine. Probele uscate s-au 

dizolvat în 50 - 100 µl H2O distilată trecută prin milipori. 

Pentru realizarea reacțiilor de amplificare s-au preparat câteva diluții (între 1-15 ori) a 

fiecarei probe de ADN în scopul selectării unei cantități de ADN ideale și pentru a evita blocarea 

amplificarii. 

Analiza cu primeri RAPD.  

Estimarea variabilității genetico-moleculare a somaclonelor de triticale a fost realizată 

prin analiza RAPD, tehnică rapidă de identificare a polimorfismului genomic [207; 241]. Pentru 

analiză au fost utilizați 12 primeri arbitrari (Tabelul 2.2). 

 

Tabelul 2.2. Lista primerilor microsatelitici utilizați pentru analiza RAPD 

Nr. Denumirea primerului 
Succesiune nucleotidică 

(5′ → 3′) 

1. OPB-12 5’-CCTTGACGCA-3’ 

2. OPB-14 5’-TCCGCTCTGG-3’ 

3. OPC-05 5’-GATGACCGCC-3’ 

4. OPC-07 5’-GTCCCGACGA-3’ 

5. OPF-08 5’-GGGATATCGG-3’ 

6. OPD-07 5’-TTGGCACGGG-3’ 

7. OPA-11 5’- GTGCCTAACC-3’ 

8. OPG-6 5’-AGGGCCGTCT-3’ 

9. OPG-10 5’-CTACTGCCGT-3’ 

10. OPE-17 5’-TCTCCGCCCT-3’ 

11. OPI-16 5’-AATGGCGCAG-3’ 

12. OPH-15 5’-CAATCGCCGT-3’ 
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Reacțiile de amplificare au fost realizate într-un volum de 15 μl per probă cu următoarele 

componente: 50-70 ngADN, dNTP 200 μM de fiecare tip (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), primer 

0,4μM, 1U/µl DreamTaq Green ADN polimerază în soluție tampon (1x); apă ultrapură; 2,5 mM 

MgCl2 (Thermo Scientific). Procesul de amplificare a decurs în termociclul automat Applied 

Biosystem Gene Amp PCR System 9700 (Singapore), conform următorului program: 95ºC – 5 

min, 35 cicluri: 95ºC – 1 min, 36ºC – 1 min, 72ºC – 1 min, elongarea finală 72ºC – 5 min, pentru 

primerii cu 60% raport G/C iar pentru cei cu 70%: 95ºC – 5 min, 35 cicluri: 95ºC – 1 min, 38ºC 

– 1 min, 72ºC – 1 min, elongarea finală 72ºC – 5 min. 

Ampliconii au fost analizaţi prin electroforeză în gel de agaroză de 2% (2g agaroza, 2ml 

TAE 10x, la volumul de 100 ml) în prezenţa bromurii de etidiu 0,5 μg/ml [287]. Analiza RAPD a 

fost realizată cu 12 primeri decameri (Tabelul 2.2). Produşii de amplificare au fost vizualizaţi cu 

ajutorul transiluminatorului UV şi sistemului de documentare a gelului DOC - PRINT-VX2. 

Detectarea şi stabilirea mărimii fragmentelor de ADN amplificate a fost realizată cu 

ajutorul programului Total Lab. Pentru evidenţierea polimorfismului generat de fiecare marker s-

a utilizat indicele PIC (Polymorphic Information Content) după Anderson J. [39]: 

                                                         (2.2) 

unde pi – frecvenţa benzii, şi n – numărul de benzi depistate. 

Distanţa genetică (DG) s-a determinat după Melchinger A. [211] și Nei M. [231] pe baza 

indicelui de similaritate Jaccard aplicând SG conform:  

DG = – ln(SG)                                                                      (2.3) 

În baza matricelor generate s-au elaborat dendrogramele de repartiție a genotipurilor, 

utilizând metoda UPGMA (Unweighted Pairwise Group Method with Arithmetic mean) [333]. 

2.6. Evaluarea caracterelor cantitative 

Caracteristicile biometrice în cultura in vitro au fost studiate prin indicii: masă calusului, 

numărul lăstarilor proliferați, lungimea și lățimea frunzelor, lungimea spicului, numărul de 

internoduri și talia plantulelor regenerate. 

În timpul perioadei de vegetație, plantele urmează mai multe etape (faze) bine definite, 

care se manifestă prin modificări ale aspectului exterior datorită formării și creșterii diferitor 

organe: frunze, tulpini, inflorescențe [17]. Evaluarea perioadei de vegetație, care include fazele și 

stadiile de vegetație s-a efectuat conform scării Zadocks [344]. 

Aprecierea valorică a caracterelor cantitative a fost realizată cu ajutorul metodelor 

biometrice pentru indici după ghidului UPOV [154]. Somaclonele de triticale au fost analizate 
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după următorii parametri: talia plantei, numărul de frați fertili, lungimea spicului principal, 

numărul de internoduri, numărul de boabe, greutatea boabelor per plantă. Măsurările liniare au 

fost efectuate cu rigla.  

Pe parcursul perioadei de vegetație au fost determinate tipurile de variații morfologice 

observate la nivelul spicului. 

2.7. Analiza statistică a datelor experimentale 

Rezultatele obținute au fost prelucrate statistic prin calcularea următorilor parametri: 

valoarea medie ( ), eroarea standard (es), coeficientul de variaţie (CV, %). Toate datele sunt 

prezentate ca medie ± eroarea standard a mediei.  

Coeficientul de heritabilitate s-a calculat în sens larg după formula: 

h2= Vg /Vph                                                                           (2.4) 

unde Vg -varianța genotipică, Vph - varianța fenotipică. 

Estimarea varianțelor genotipică și fenotipică s-a calculat după Falconer D. [106]:  

Vg = Mpg – Emp/r                                                                     (2.5) 

Vph = Vg + VE/r                                                                       (2.6) 

unde Mpg - media pătratică genotipică a parametrului, Emp - eroarea reziduală sau varianța 

mediului (VE), r - numărul de observații. 

Pentru estimarea coeficientului variației genotipice (CVG) și coeficientului variației 

fenotipice (CVF) s-au aplicat formulele conform Singh R., Chaudhury B. [305]: 

CVF(%) = 100 * √ Vph /                                                         (2.7) 

CVG(%) = 100 * √ Vg /                                                          (2.8) 

unde,  – media generală a caracterului.  

Avantajul genetic (AG, Genetic Advance) în valori relative s-a calculat conform 

formulei: 

AG= k√ Vph * h2                                                                   (2.9) 

unde k - coeficientul selecției (k = 2,06 %), semnificația 5%,  

AG(%)=AG/  * 100                                                           (2.10) 

Experiențele s-au efectuat după schema analizei dispersionale, în analiza statistică s-a 

utilizat pachetul de programe STATGRAPHICS Plus 5.0. Analiza variaţiei și determinarea 

puterii de influență a genotipului, explantului, mediului de cultură și interacțiunii lor asupra 

parametrilor analizați s-a efectuat prin aplicarea testului ANOVA, iar pentru aprecierea 

diferenţelor semnificative dintre variante s-a utilizat testul Student. Reprezentarea grafică, 
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textuală și tabelară a fost efectuată prin intermediul programelor Microsoft Word și Excel în 

mediul Windows 2010. 

 

Concluzii la Capitolul 2 

Strategia de cercetare include următoarele etape: 

1. Caracterizarea genotipurilor hexaploide de triticale: Ingen 35, Ingen 93 și 188TR 

5021 - ca obiect de studiu al cercetărilor. 

2. Pentru inducerea variabilității somaclonale a fost utilizată metoda culturii in vitro 

și mutageneza experimentală (prin iradiere cu raze gama) (elaborat algoritmul de inițiere a 

culturii in vitro începând cu procesele de calusogeneză până la regenerarea și aclimatizarea 

somaclonelor pentru sisteme experimentale – explant-genotip-radiație). 

3. Estimarea variabilității genetice induse de cultura in vitro și radiația gama a fost 

apreciată prin metode citologice de studiu (evidențierea celulelor cu aberații a diviziunilor 

mitotice şi stabilirea spectrului de mutaţii în celulele calusale), molecular-genetice (analiza 

polimorfismului genetic prin tehnica RAPD) și biometrice (evaluarea caracterelor cantitative). 

4. Veridicitatea datelor experimentale a fost realizată prin analiza statistică a datelor 

obținute cu ajutorul pachetului de programe STATGRAPHICS Plus 5.0. 
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3. APRECIEREA POTENȚIALULUI MORFOGENETIC ȘI REGENERATIV AL 

GENOTIPURILOR DE TRITICALE ÎN CULTURA IN VITRO 

În ultimele decenii culturile de celule şi ţesuturi stau la baza biotehnologiilor moderne, ce 

au ca scop, manipularea genomului în vederea creării de genotipuri noi, utilizarea în programele 

de ameliorare a plantelor având ca sursă tehnici experimentale pentru accelerarea metodelor 

existente de propagare a plantelor şi de obţinerea produselor vegetale dorite [167; 323]. 

Metodele biotehnologice, prin aplicarea tehnicilor de cultură in vitro reprezintă o cale sigură 

pentru obţinerea unui material biologic liber de agenţi patogeni, conservarea resurselor genetice 

şi calea cea mai rapidă pentru crearea şi multiplicarea genotipurilor. 

Regenerarea şi organogeneza in vitro la unele specii de plante constituie o condiţie 

esenţială pentru multiplicarea plantelor respective pe cale vegetativă. Procesele de morfogeneză 

şi organogeneză se realizează sub influenţa factorilor endogeni şi exogeni. Natura fitohormonilor 

utilizaţi precum şi concentraţia lor, fluctuațiile balanţelor hormonale joacă un rol important în 

procesele de organogeneză [323]. 

 

3.1. Inițierea calusogenezei și regenerării de plantule din embrioni maturi de 

triticale 

Cultura in vitro reprezintă un sistem de cultivare a organelor, țesuturilor și celulelor 

specifice pe medii artificiale care conțin toate componentele necesare creșterii și dezvoltării 

plantelor, în condiții asepticice [126]. Condiţiile de cultivare in vitro, în special balanţa 

hormonală a mediilor de cultură, suplimentarea mediilor, la diferite etape a microevoluţiei 

celulare, influenţează iniţierea, proliferarea ţesuturilor calusale şi capacitatea lor de regenerare. 

S-a demonstrat că sursa explantelor, genotipul și compoziția mediului influențează frecvența 

inducției și regenerării calusului în cultura de țesut [32, 118; 258]. 

3.1.1. Optimizarea mediilor de cultură pentru inducerea calusogenezei 

Compoziția mediilor de cultură, și anume a reglatorilor de creștere a plantelor, sunt 

factori cheie determinanți care controlează formarea și proliferarea calusului, formarea 

embrionilor somatici, regenerarea și înrădăcinarea plantelor [224; 243]. Raportul auxină și 

citochinină este cel mai important factor în acest sens. Auxinele (acid 2,4-diclorfenoxiacetic 

(2,4-D), dicamba, acid 1-naftilacetic (ANA), acid 3-indolilacetic (AIA), acid 3-indolilbutiric 

(AIB), picloram) și citochininele (6-benzilaminopurina (BAP), kinetina (KN), zeatina) sunt 

utilizate pentru cultura in vitro la o gamă largă de specii de plante. Tipul și concentrația de 
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auxină determină embriogeneza somatică, inclusiv la cerealiere. În studiile anterioare, 

cercetătorii au utilizat 2,4-D ca auxină exogenă pentru inducerea calusului la grâu și alte cereale 

[209; 282]. Rezultatele obținute în conformitate cu rapoartele anterioare ale unor cercetători 

demonstrează, că pentru inducerea calusogenezei la triticale 2,4-D este utilizat în mod eficient pe 

embrionii zigotici imaturi și în cultura anterelor (2 mg/l – 2,4-D și 0,5 mg/l – kinetină) [68; 209; 

258]. Cercetările au demonstrat că acest tip de auxină în concentrații mai mari are un efect 

negativ asupra dezvoltării embrionilor somatici, crescând instabilitatea cromozomială și 

provocând variații somaclonale [348]. 

În scopul optimizării mediilor pentru inducerea proceselor de calusogeneză la triticale au 

fost testate 6 medii nutritive ce aveau ca bază mediul Murashige şi Skoog (1962) suplimentat cu 

acid 2,4-diclorofenoxiacetic (2,4-D), acid alfa naphtilacetic (ANA) şi kinetină (K). Fiecare 

variantă se deosebea prin raportul concentraţiei de auxine şi citochinine (Tabelul 3.1).  

 

Tabelul 3.1. Compoziția mediilor de cultură pentru inducerea calusogenezei și 

embriogenezei 

Varianta 

mediului 

Mediul de 

bază 

Concentraţie (mg/l) Zaharoză 

(g/l) 

Maltoză 

(g/l) 2,4-D kinetină ANA 

1 MS 3,0 - - 30 - 

2 MS 2,5 0,2 - 30 - 

3 MS 2,0 0,5 - 30 - 

4 MS 2,5 0,4 - 30 - 

5 MS 2,0 - - - 30 

6 MS - 1,0 0,5 30 - 

Notă: MS – mediul Murashige&Skoog, 2,4-D – acid 2,4-diclorofenoxiacetic; K – kinetină; ANA – 

acid alfa-naftilacetic. 

Carbohidrații sunt esențiali în creșterea și dezvoltarea plantelor, fiind substraturile cheie 

pentru respirație și metabolism. Este cunoscut faptul, că tipul de carbohidrați din mediul nutritiv 

influențează frecvența inițierii embriogenezei somatice și regenerării de plantule [232]. Cel mai 

des în cultura in vitro sunt folosite glucoza, zaharoza și maltoza. Moleculele mici de zahăr pot 

pătrunde în celule și pot deshidrata embrionii somatici, favorizând astfel maturarea lor [195]. 

Zaharoza este principalul carbohidrat din compoziția mediilor nutritive pentru 

proliferarea masei calusale. S-a constatat, că embrionii somatici crescuți pe un mediu care 

conține 3% zaharoză dobândesc rezistență la secetă, iar maltoză reduce această proprietate. 

Utilizarea zaharozei în concentrație de 30 g/l comparativ cu maltoza, a crescut semnificativ 

calusogeneza la liniile studiate de floarea-soarelui, depășind linia standard cu 14% [364]. 
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În mod similar, s-a constatat că maltoza îmbunătățește creșterea și regenerarea calusului 

la grâu pentru embrioni imaturi în comparație cu alte surse de carbon. În plus, în comparație cu 

glucoza și zaharoza, maltoza poate inhiba mai eficient brunificarea celulelor vegetale [202].  

Conform rezultatelor, s-a constatat că inducerea calusogenezei la triticale nu a fost 

afectată de tipul surselor de carbohidrați, fapt demonstrat și de alți autori. La secară au fost 

testate 2 surse de carbon: 30 g/l zaharoză și 40 g/l maltoză, diferențe fiind nesemnificative între 

sursele de carbohidrați în ceea ce privește formarea calusului și lăstarilor [139]. Astfel, în 

experiențele ulterioare s-a utilizat zaharoza ca sursă de carbon.  

Începând cu primele zile de la inocularea embrionilor maturi de triticale s-au efectuat 

observaţii asupra iniţierii şi dezvoltării calusului. După 5-6 zile de cultură in vitro s-a stabilit 

iniţierea de calus în toate variantele, dar masa şi culoarea acestuia a variat în dependenţă de 

concentraţia citochininelor în mediul de cultură. 

În investigațiile efectuate s-a atestat formarea cu preponderenţă a două tipuri de calus: 

calus compact, globular de culoare verde – tip I, şi calus friabil, alb-gălbui – tip II. În unele 

cazuri s-a observat iniţierea calusurilor mixte. Pe parcursul experienţelor s-a urmărit activitatea 

morfogenetică a calusurilor de tip I şi II. În variantele experimentale s-a iniţiat cu preponderenţă 

calus de tip I (Figura 3.1). 

 

Fig. 3.1. Tipurile de calus inițiate: A – calus compact (tip I); B – calus friabil (tip II). 

Din variantele de mediu testate, s-a stabilit, că mediul de cultură MS (1962) suplimentat 

cu 2,4-D (2,5 mg/l) şi kinetină (0,2 mg/l) - mediul Nr. 2, stimulează intensitatea acumulării 

biomasei calusale (98%), calusul obţinut fiind compact, globular de culoare verde cu zone 

meristematice bine definite (Figura 3.2). Pe mediul Nr. 1 iniţierea calusului a constituit 75%, 

fiind de culoare alb-gălbuie, friabil, cu o rizogeneză intensă, iar pe mediul Nr. 5, cu concentraţia 

2,4-D (2,0 mg/l) iniţierea calusului a fost de 51,06%, procesul de regenerare nu s-a observat, 

calusul fiind de culoare albă cu zone morfogene slabe. 

 

A B 
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Fig. 3.2. Tipul de calus format în dependență de mediul de cultură. 

(aici și în următoarele figuri barele reprezintă eroarea standard). 
Notă: 1 – MS + 2,4-D 3,0 mg/l; 2 – MS + 2,4-D 2,5 mg/l + kinetină 0,2 mg/l; 3 – MS + 2,4-D 2,0 mg/l + kinetină 

0,5 mg/l; 4 –MS + 2,4-D 2,5 mg/l + kinetină 0,4 mg/l; 5 – MS + 2,4-D 2,0 mg/l; 6 – MS + kinetină 1,0 mg/l + ANA 

0,5 mg/l. 

 

În rezultatul cercetărilor s-a atestat, că pe mediile de cultură a fost indus calus primar la 

toate 8 genotipuri de triticale luate în studiu: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, Polonez LT 76872, 

Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917 (Tabelul 3.2). 

Tabelul 3.2. Influenţa compoziţiei mediilor de culturǎ asupra frecvenţei 

calusogenezei din embrioni maturi la diferite genotipuri de triticale 

Genotip 
Variante de 

mediu (V) 

Explante 

cultivate (nr.) 

Explante cu răspuns 

pozitiv (nr.) 

Frecvenţa 

calusogenezei (%) 

Ingen 33 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

11 

18 

8 

55 

90 

40 

Ingen 35 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

18 

19 

10 

90 

95 

50 

Ingen 93 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

15 

19 

12 

75 

95 

60 

Polonez LT 

76872 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

16 

19 

10 

80 

95 

50 

Rodlen 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

14 

19 

7 

70 

95 

35 

Colina 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

10 

12 

9 

50 

60 

45 

188 TR 5021 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

14 

19 

12 

70 

95 

60 

CAD 2/917 

1 

2 

5 

20 

20 

20 

16 

19 

13 

80 

95 

65 

Notă: V-1 - MS+2,4-D 3,0mg/l; V-2 - MS+2,4-D 2,5mg/l + kinetină 0,2 mg/l; V-5 - MS+2,4-D 2,0mg/l. 
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Prin urmare, datele prezentate demonstrează că frecvenţa calusogenezei a variat în funcţie 

de genotip şi mediul de cultură. Dintre mediile analizate, cele mai înalte rate de calusare au fost 

obţinute pe mediul MS (1962) suplimentat cu 2,4-D (2,5 mg/l) şi kinetină (0,2 mg/l) (mediul Nr. 

2) dovedit eficient la toate genotipurile de triticale (90 - 95%). Astfel, nivelul de pretabilitate a 

genotipurilor a fost proxim, ceea ce înseamnă că mediul de cultură are o influență semnificativă 

[6]. Totodată, analiza datelor scoate în evidenţă necesitatea stabilirii unui mediu optim pentru 

fiecare genotip individual. În variantele de mediu Nr. 5, rata calusării la genotipurile Ingen 33, 

Ingen 35, Ingen 93, Polonez LT 76872, Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917 a fost 40, 50, 

60, 50, 35, 45, 60, 65% respectiv, fiind evidenţiate concentraţiile variate pentru capacitatea de 

calusare a genotipurilor. Totuşi, este dificil de identificat specificitatea reacţiei fiecărui genotip 

în parte. 

Rezultatele obţinute demonstrează că concentraţia de fitohormoni în mediu, îndeosebi a 

auxinei, cât şi interacţiunea ei cu alţi factori constituenți ai mediului de cultură afectează 

procesele calusogenetice [11]. Astfel, concentraţia de 2,4-D are o importanţă majoră în formarea 

unui răspuns calusogenetic pozitiv la triticale, demonstrat și de alți cercetători [263]. 

Datele experimentale prezentate denotă că la genotipul CAD 2/917 frecvenţa calusării 

este majorată (65 - 95%) la toate variantele de mediu, ceea ce poate fi explicat prin faptul că, 

genotipul CAD 2/917 a manifestat o capacitate înaltă de calusare. Ulterior conform schemei 

analizei dispersionale bifactoriale s-a efectuat aprecierea impactului mediului nutritiv şi 

genotipului, precum şi interacţiunea lor asupra frecvenţei calusogenezei. 

În urma prelucrării statistice, prin aplicarea testului ANOVA (Tabelul 3.3) s-a constatat 

că mediul de cultură, genotipul cât şi interacţiunea lor au avut o influenţă semnificativă 

(P≤0,001) asupra frecvenţei inducerii calusului din embrioni maturi la triticale. 

Tabelul 3.3. Analiza varianţei frecvenţei calusogenezei din embrioni maturi 

Sursa de 

variabilitate 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

Puterea de 

influenţă 

(%) 

Genotipul (G) 8921,9 7 1274,55 5,44*** 9,3 

Mediul (M) 33331,3 5 6666,26 35,55*** 34,9 

Interacţiunea GM 15718,8 35 449,10 2,40*** 16,4 

Rezidual 37500,0 160 234,38 - - 

Total 95471,9 199 - - - 

Notă: *** - semnificativ pentru P≤0,001 

Cercetările efectuate atestă contribuția tuturor factorilor, precum și interacțiunea lor 

asupra frecvenței calusogenezei, diferențele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Se evidenţiază 
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o influenţa mai puternică a mediului de cultură 34,91%, genotipul reprezintă o sursă de variaţie 

de 9,3% şi interacţiunea genotip – mediu 16,46%.  

 

3.1.2. Interacțiunea factorilor „genotip” - „vârsta explantului” în baza frecvenței 

calusogenezei 

Biotehnologiile moderne nu oferă rezultatele scontate fără prezenţa sistemului celular 

înalt embriogen. Aceasta presupune alegerea cu grijă a tipului de explant, naturii şi a stadiului de 

dezvoltare a acestuia pentru obţinerea stabilă a calusului embriogen şi a unui potenţial 

regenerativ înalt, fiind unul din aspectele importante pentru selectarea eficientă a formelor de 

triticale [68; 240]. 

În calitate de explante se pot folosi diverse organe vegetative şi generative ce conţin ţesut 

meristematic (frunze, rădăcini, internoduri, seminţe, embrioni maturi şi imaturi) [135; 341]. 

Pentru cerealiere explantul tradiţional este embrionul imatur, pe baza căruia sunt elaborate 

sisteme celulare cu potenţial regenerativ înalt, la grâu [137; 320], orz [169], orez [332], porumb 

[312]. Utilizarea acestui tip de explant prezintă unele dezavantaje: pentru creşterea plantulelor 

donor şi obţinerea embrionilor imaturi sunt necesare perioade specifice de creștere, condiții de 

mediu, cum ar fi lumina, temperatura, apa, bolile, dăunătorii etc [340]. 

În vederea soluţionării acestui deziderat în ultimul timp tot mai mult a crescut interesul 

faţă de frunze, ca explant, fiind o alternativă a embrionilor imaturi a cerealierelor [341]. În acest 

context sunt obţinute rezultate pozitive la plantele de ovăz [286], secară [139] şi sorg [97]. Un 

avantaj în utilizarea frunzelor ca explant pentru aceste culturi este şi faptul că prelevarea 

materialului vegetal nu depinde de anotimpul anului şi în timp scurt poate fi obţinut material 

steril. 

Cercetările denotă că, intensitatea sporită a calusogenezei, embriogenezei somatice şi 

regenerării plantulelor depinde de un şir de factori: genotip, originea explantului primar, 

condiţiile de cultivare şi compoziţia hormonală a mediului. Având drept explant, limbul foliar a 

fost studiată influența interacțiunii factorilor „genotip” - „vârsta explantului”. 

În scopul cercetării asupra proceselor de calusogeneză s-au iniţiat culturi de calus din 

explante de frunză de la 8 genotipuri de triticale (Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, Polonez LT 

76872, Rodlen, Colina, 188TR 5021, CAD 2/917). Plantulele aseptice au fost cultivate pe mediul 

bazal MS fără hormoni timp de 2 - 6 zile. Frunzele plantulelor sterile au fost secţionate în 

dependenţă de lungimea frunzelor şi vârsta explantului de la 2 - 12 segmente, fiecare segment 

fiind de 1 mm şi inoculate pe mediul de cultură pentru inducerea calusogenezei de la partea 
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bazală spre cea apicală. Varianta optimă folosită pentru iniţierea calusului avea la bază mediul  

Murashige - Skoog (1962) suplimentat cu 2,4-D (2,5mg/l), kinetină (0,2mg/l). 

Începând cu primele zile după inoculare s-au efectuat observaţii asupra iniţierii şi 

dezvoltării calusului la nivelul explantelor cultivate. Ca rezultat s-a constatat o diferenţiere în 

ceea ce priveşte procesul de formare a calusului. Astfel, în partea bazală s-a format calus la toate 

genotipurile, constituind 50,22 - 66,21%, indiferent de vârsta explantului. Cota maximă de 

formare a calusului s-a atestat la segmentele bazale la a 2-a zi de cultivare (78,63%). O 

diminuare a ratei de formare a calusului s-a atestat la a 4-a şi a 6-a zi de cultivare (51,54 - 

40,83%) (Tabelul 3.4). Calusul format fiind compact, gălbui cu mici zone morfogene. Este 

important de menţionat că pe partea apicală a frunzei nu s-a format calus. 

Analiza dispersională a rezultatelor obţinute, denotă o influenţă semnificativă P<0,001 a 

vârstei explantului şi a genotipului în stabilirea unui răspuns calusogenetic pozitiv. Frecvenţa 

calusogenezei pentru calusurile iniţiate din limb foliar, atestă cele mai mari valori la a 2-a zi de 

cultivare, prezentate în ordinea descreşterii valorilor pentru genotipurile CAD 2/917 (89,12%), 

LT 76872 (81,32%), Ingen 35 (80,67%), Ingen 33 (80,37%), Rodlen (80,19%), 188TR 5021 

(74,91%), Ingen 93 (72,74%), Colina (69,56%) (Figura 3.3). 

 

Fig. 3.3. Influența interacțiunii factorilor „genotip” - „vârsta explantului”asupra frecvenței 

calusogenezei. 

 

Aprecierea acţiunii factorilor primordiali (genotipul, vârsta explantului) şi interacţiunii 

acestora asupra frecvenţei calusogenezei s-a efectuat conform schemei analizei dispersionale 

bifactoriale. S-au cercetat 576 combinaţii a câte 72 pentru cele 8 genotipuri; 192 pentru vârsta 

explantului (2, 4 şi a 6-a zi de cultivare); 24 pentru interacţiunea „genotip” – „vârsta 

explantului”. 
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Conform datelor obținute se atestă că, capacitatea de calusare la triticale este controlată 

de vârsta explantului şi genotip [10]. Astfel, în urma aplicării testului ANOVA (Tabelul 3.4) s-a 

constatat, că genotipul, vârsta explantului cât şi interacţiunea lor a avut o influenţă semnificativă 

P≤0,001, P<0,05 asupra frecvenţei inducerii calusului. Influenţa maximă 70,64% a fost 

înregistrată pentru vârsta explantului, apoi genotip cu 6,68%, în timp ce interacţiunea „genotip” 

– „vârsta explantului” a constituit doar 0,94%. 

 

Tabelul 3.4. Analiza varianţei frecvenţei calusogenezei induse din fragmente foliare 

Sursa de variabilitate 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

Puterea de 

influență 

(PI, %) 

Genotipul (G) 16585,7 7 2369,4 24,23*** 6,68 

Vârsta explantului (E) 175406,0 2 87703,2 897,05*** 70,64 

Interacţiuni (GE) 2337,92 14 166,9 1,71* 0,94 

Rezidual 53968,2 552 97,8 -  

Total 248298,0 575 - -  

Notă: *, *** - semnificative pentru P≤0,05; P≤0,001. 

Analiza comparativă a rezultatelor privind capacitatea calusogenezei pentru explantele 

analizate a scos în evidență eficiența utilizări embrionilor maturi de triticale față de fragmentele 

de limb foliar și însușirile prioritare în dependență de genotip. 

 

3.1.3. Capacitatea de regenerare a plantulelor din calusul obținut de la embrionii 

maturi de triticale  

Obţinerea calusului morfogen şi regenerarea plantulelor este o parte indispensabilă a 

biotehnologiilor vegetale [193]. Dificultăţile care apar frecvent la depăşirea acestor etape sunt 

caracteristice în special pentru culturile in vitro celulare, tisulare şi de organe ale cerealelor. 

Calusul embriogen este capabil să regenereze prin procese embriogenice și organogenice, în timp 

ce capacitatea de regenerare este scăzută sau nulă la calusul nonembriogen [233].  

În pofida faptului că regenerarea unei plante integre din celule calusale cultivate este 

descrisă pentru mulţi reprezentanţi ai cerealierelor: grâu, porumb, orez, orz, secară [97; 153; 238; 

239], perfecţionarea sistemului in vitro de obţinere a regeneranţilor de triticale rămâne actuală 

din cauza multor determinanți necunoscuți [200; 243]. Embriogeneza somatică este crucială 

pentru procesele de transformare a cerealelor, deoarece embrionii somatici servesc ca material 

ideal pentru studiile de modificare genetică datorită competenței lor de a exprima ADN-ul 

încorporat [243]. Prin urmare este esenţial să se stabilească inducerea eficientă de calus şi a 

specificului etapelor de regenerare.  
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Inducerea calusului care formează embrioni somatici (calus embriogen) este cel mai 

important pas pentru stabilirea unui sistem eficient în cultura de țesut [224]. 

S-au iniţiat culturi de calus din embrioni maturi la toate genotipurile studiate. 

Diferențierea intensă a explantelor și apariția formării calusului pe medii de cultură au fost 

observate în ziua a 4-a, ceea ce este în concordanță cu datele din literatură [362; 378]. Datele din 

literatură prezintă dovezi precum că, mai întâi, se formează un calus nonembriogen, care fie 

rămâne o masă calusală pe durata cultivării, fie intră pe calea transformării într-un tip embriogen 

[378], însă în investigațiile realizate s-a observat că, calusul nonembriogen, pe tot parcursul 

cultivării explantelor, nu a format centre meristematice și nici nu a fost observată embriogeneza 

somatică. Observațiile ulterioare au fost efectuate în vederea aprecierii calusurilor embriogene, 

cu formare de lăstari, care au evoluat din calus primar, cât și din cel secundar, supus subcultivării 

pe mediu pentru inducerea morfogenezei (Figura 3.4). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.4. Inițierea proceselor regenerative. 

În sistemele experimentale studiate au fost inoculaţi pe mediul MS cu 2,4-D (2,5 mg/l) şi 

kinetină (0,2 mg/l) 720 de embrioni maturi de triticale. Începând cu primele zile de inoculare s-

au realizat observaţii în procesul de creştere al explantelor inoculate. După 7-8 zile de cultivare 

la nivelul explantelor s-au atestat primele semne ale reacţiei acestora la condițiile de cultivare.  

Toate genotipurile analizate au format calus, fiind atestate structuri compacte galben-

verzuie. Rezultatele obţinute au scos în evidenţă faptul, că genotipul CAD 2/917 a format calus 

embriogen cu cea mai înaltă rată, constituind 82%, iar genotipul LT 76872 cu 43,33%, ce a 

prezentat cel mai redus potenţial de calusare (Tabelul 3.5). După 14 zile de cultivare, la nivelul 

explantelor s-a atestat o intensificare a proceselor morfogenetice (Figura 3.5). 

  

 

 

 

Fig. 3.5. Iniţierea proceselor morfogenetice. 
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S-a stabilit, că utilizarea în mediul de cultură a reglatorilor de creștere în diferite 

concentrații influențează puternic inducerea și regenerarea calusului. S-a constatat că prezența 

auxinelor în mediul de cultură este necesară pentru inducerea calusogenezei, tipul și concentrația 

acestora, variind de la o specie la alta, dar răspunsul morfogenetic al explantelor depinde și de 

nivelul endogen ale fitohormonilor din plante. Auxinele au rol foarte important asupra 

regenerării plantelor de grâu, orz și triticale. S-a demonstrat că auxina exogenă în concentrații 

majore inhibă creșterea rădăcinilor [244; 258].  

Analizând mai multe surse bibliografice s-a concluzionat, că până în prezent au fost 

optimizate mai multe medii pentru regenerare la culturile cerealiere, prin suplinirea mediului de 

cultură cu citochinine: kinetina, 6-benzilaminopurină (BAP), tidiazuron (TDZ), zeatina (6-(4-

hidroxi-3-metilbut-2-enilamino) purină) împreună cu auxinele acid 3-indolilacetic (AIA), acid 

alfa naphtilacetic (ANA), 2,4-D și picloram [22; 63]. 

Calusurile cu zone morfogene au fost transferate pe mediu pentru regenerare MS 

suplimentat cu: AIA (0,5 mg/l) şi BAP (1 mg/l). Această variantă de mediu a fost selectată pe 

baza datelor din literatura de specialitate care menţionează faptul, că adaosul de AIA şi BAP 

induce morfogeneza și stimulează creșterea și dezvoltarea lăstarilor la grâu și triticale [173]. 

Similar, şi alţi autori au raportat o frecvență de regenerare de până la 94% pe mediul de 

regenerare care conține AIA (0,5 mg/l) plus BAP (1 mg/l) la 17 soiuri de T. aestivum și 3 soiuri 

de T. durum din embrioni maturi [342]. 

La fiecare 3 săptămâni, calusul embriogen a fost subcultivat pe medii nutritive proaspete. 

Regenerarea lăstarilor este un alt pas crucial după inducerea calusului în cultura tisulară. Între 

variantele experimentale s-au atestat diferenţe de la 0 până la 15 lăstari formaţi per explant iniţial 

(Anexa 1). Este important de menţionat, că în timpul cultivării in vitro nu toate centrele 

meristematice au evoluat în lăstari.  

Reducerea semnificativă a numărului de lăstari regeneraţi poate fi cauzată de un şir de 

factori endogeni și exogeni, numărul subcultivărilor, condiţiile de cultură şi vârsta calusului. 

Inhibarea dezvoltării lăstarilor s-a atestat, de regulă, după a 5-a subcultivare.  

Conform datelor obținute, frecvenţa regenerării lăstarilor per calus embriogen a fost de 

17,27 - 43,27% (Tabelul 3.5). Cea mai sporită capacitate de formare a lăstarilor s-au atestat la 

genotipurile CAD 2/917, Ingen 33 şi Colina, iar la genotipurile LT 76872 şi Rodlen fiind 

minime. Cota majoră a prezentat genotipul CAD 2/917, constituind 13,66 lăstari per calus. Rata 

redusă s-a atestat la genotipurile LT 76872, constituind 2 lăstari şi Rodlen fiind în mediu 3 lăstari 

per explant (Figurile 3.6 și 3.7). 

https://www.mdpi.com/1422-0067/24/1/838#B20-ijms-24-00838
https://www.mdpi.com/1422-0067/24/1/838#B21-ijms-24-00838
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Fig. 3.6. Apariţia şi dezvoltarea lăstarilor per calus. 

Rezultatele obţinute demonstrează cert dependența proceselor de formare și dezvoltare a 

lăstarilor de origine calusogenă de genotip și mediu nutritiv sau balanţa hormonală, precum și 

condiționarea organozenezei, cale parcursă de un număr mare de calusuri morfogene, ce a 

rezultat în special cu rizogeneza și excluderea posibilității de a obține plante. 

 

Fig. 3.7. Influenţa genotipului asupra numărului de lăstari regeneraţi. 

În cultura in vitro, se presupune că auxinele exogene în funcție de concentrație 

favorizează rizogeneza. Creșterea rădăcinilor adventive s-a indus cu adăugarea în mediul de 

cultură a auxinelor în concentraţii mici, pe când concentrațiile mari inhibă controlul auxinei 

endogene în plante [244]. Pentru inducerea sistemului radicular acidul alfa naphtilacetic ANA s-

a dovedit a fi deosebit de benefic în cazul triticalelor, stimulând formarea rădăcinilor și a 

elongării lăstarilor în părțile axiale ale plantelor, fapt confirmat și de alți autori [178]. 

În scopul înrădăcinării regeneranţilor, lăstarii cu lungime de 2,5 - 4,0 cm au fost decupaţi 

de la suprafaţa calusului și transferaţi pe mediul de înrădăcinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l). 

Înrădăcinarea lăstarilor s-a atestat la a 10-cea zi de cultivare. Rata medie de înrădăcinare a 

lăstarilor a constituit 72,39%. Frecvenţa maximă de înrădăcinare s-a evidenţiat la CAD 2/917 

fiind de 84,5%, iar cea minimă la genotipul Ingen 93, constituind 61,43% (Tabelul 3.5).  

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/culture
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/culture
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O deosebită importanţă trebuie acordată momentului transferării plantulelor din condiţiile 

in vitro, în condiţii naturale de viață, precum şi modului în care se realizează această trecere, prin 

aclimatizarea treptată a plantulelor. În acest scop, plantele cu un sistem radicular bine dezvoltat 

au fost transferate în vase cu substrat sol - turbă (3:1) pentru aclimatizare la condiţii ex vitro. În 

faza de aclimatizare somaclonele au manifestat capacitate diferită de adaptare, care în medie a 

fost 62,42 %. După aclimatizare plantele au fost transferate în ghivece şi cultivate în condiţii de 

laborator până la formarea spicelor.  

 

Tabelul 3.5. Capacitatea de regenerare și înrădăcinare a plantelor obținute din  

calus embriogen 

Genotipul 
Calus embriogen (%) Calus regenerativ (%) Lăstari înrădăcinaţi (%) 

Valoarea medie±ES Valoarea medie±ES Valoarea medie±ES 

Ingen 33 61,11±2,94 41,65±7,59 72,38±7,44 

Ingen 35 65,56±2,94 34,23±5,22 67,78±13,92 

Ingen 93 53,33±1,93 29,25±2,41 61,43±18,57 

Colina 71,11±2,22 38,93±1,97 76,67±1,67 

188TR 5021 62,22±2,22 32,22±1,11 64,44±9,87 

LT 76872 43,33±5,77 17,27±3,84 75,00±25,00 

Rodlen 56,66±3,33 18,85±3,07 75,00±25,00 

CAD 2/917 82,22±1,11 43,28±1,72 84,50±3,58 

 

Analiza dispersională a datelor obţinute, denotă o influenţă semnificativă a genotipului în 

stabilirea unui răspuns calusogenetic pozitiv (P≤0,001), puterea de influenţă constituind 86,22%, 

capacitatea de regenerare a lăstarilor per explant, manifestând o putere de influenţă mai mică 

fiind de 73,17% cu diferenţe semnificative pentru P≤0,05 (Tabelul 3.6). 

Analiza varianței a făcut posibilă identificarea factorilor semnificativi care influențează 

calusogeneza, morfogeneza și regenerarea [4; 7]. Rezultatele obținute sunt în concordanță cu 

datele din literatură, conform cărora frecvența calusogenezei, de regulă, depinde de un număr 

mare de factori [224]. 

 

Tabelul 3.6. Analiza varianţei şi contribuţia genotipului asupra frecvenţei calusogenezei şi 

regenerării (testul ANOVA) 

Proces 
Sursa de 

variabilitate 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher 

(F) 

Puterea de 

influență 

(PI), % 

Calusogeneza 

Genotipul 2872,33 7 410,33 14,30*** 86,22 

Rezidual 459,14 16 28,69   

Total 3331,47 23    

Regenerarea 

Genotipul 2012,12 7 287,44 6,23* 73,17 

Rezidual 737,91 16 46,11   

Total 2750,04 23    

Notă: *, *** - semnificative pentru P≤0,05; P≤0,001. 
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Comparând contribuția diferiților factori și interacțiunea acestora, remarcăm faptul că 

genotipul joacă un rol semnificativ nu numai pentru procesul de calusogeneză, dar determină și 

capacitatea de regenerare. În temeiul acestor constatări a fost argumentată oportunitatea selectării 

și includerii în studiile ulterioare a genotipurilor de triticale de interes prioritar practic.  

Observaţiile fenologice efectuate asupra regeneranților de triticale, au vizat indici 

morfologici, precum structura paiului, forma frunzelor şi spicului, structura inflorescenţei, 

inclusiv parametri morfometrici- talia plantei, numărul de noduri şi internoduri (Figura 3.8).  

 

Fig. 3.8. Somaclone de triticale la diferite faze de creştere: A – faza de vegetație - înfrățire, 

stadiul de vegetație - tulpina principală + 2 - 4 frați; B, C – faza de vegetație - înspicat, stadiul de 

vegetație - 20% din inflorescență vizibilă. 

În rezultatul evaluării somaclonelor de triticale s-au evidenţiat unele schimbări ale 

aspectului morfologic: la primul nod s-au format mai multe frunzuliţe (8 - 9); distanţa mică între 

noduri; spice cu ariste scurte, în timp ce în structura paiului nu s-au atestat schimbări. 

 

3.1.4. Variabilitatea indusă de cultura in vitro la celulele calusale în baza frecvenței 

și spectrului aberațiilor cromozomiale 

Dezvoltarea teoriei și elaborarea unor metode eficace noi de ameliorare a plantelor 

necesită cunoașterea profundă a modului de organizare și mecanismelor ce determină spectrul 

variabilității genetice [100].  

Cultura calusului este un pas important pentru transformarea genetica a plantelor. Diverse 

studii au demonstrat apariția variabilității citogenetice și genetice la plantele regenerate din 

culturi de calus. Apariția unor aberații mitotice în culturile de țesuturi vegetale este bine 

cunoscută [105; 192], o parte din variația culturilor de țesut vegetal, în special în culturile de 

calus, fiind atribuită aberațiilor mitotice [191]. 

Un obiectiv important al studiilor realizate a inclus evaluarea regularităților dividerilor 

mitotice și evidențierea frecvenței și spectrului de aberații mitotice în condițiile de cultivare in 

vitro selectate pentru genotipurile de triticale analizate. Evaluarea dividerilor mitotice a celulelor 

calusale a avut la bază evidențierea cotei celulelor cu aberații cromozomiale, stabilirea spectrului 

A B C 

https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0717-34582000000200008#10
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de mutații și aprecierea indicelui mitotic, parametri de bază în aprecierea regularității 

proliferărilor celulare [176]. 

Pentru analiza citologică a celulelor a fost necesară stabilirea termenului optim pentru 

fixarea materialului biologic, ceea ce a fost realizat conform recomandărilor din literatură [65]. 

În acest scop calusurile obținute din embrioni maturi de triticale au fost fixate la termene diferite 

de cultivare de la începutul iniţierii calusogenezei (Tabelul 3.7). 

Tabelul 3.7. Determinarea termenului optim de fixare a probelor de calus  

pentru studii citologice 

Este cunoscut faptul, că numărul de celule în diviziunea mitotică depinde de termenul de 

cultivare și este dependent de durata ciclului celular și condițiile de cultivare. Analizând calusul 

fixat la 8 ore de cultivare in vitro au fost observate un număr redus de celule în mitoză. Odată cu 

creșterea timpului de cultivare, numărul de celule mitotice a crescut treptat. La probele de calus 

fixate la 192 de ore (8 zile) s-a evidențiat număr maxim de celule calusale în diviziunea mitotică, 

constituind 265 per 893 de celule calusale analizate. 

Totodată, în rezultatul examinării celulelor calusale la diverse termene de cultivare in 

vitro s-au evidențiat diferențe majore ale aspectului morfologic al celulelor evidențiate. Pentru 

calus sunt caracteristice diferite tipuri de celule, descrise anterior și de alți cercetători. 

Menéndez-Yuffá A. și coaut. [213] au descris calusul format din explante de frunze de cafea 

(Coffea arabica), unde au raportat următoarele tipuri de celule: celule „nedivizabile” cu nuclee 

mici, celule meristematice, care sunt cu citoplasmă dens colorată și un nucleu proeminent cu 

cromatina condensată și celulele parenchimului, care sunt mari și alungite. În studiile noastre a 

fost descrisă o eterogenitate pronunțată a celulelor calusale. S-au depistat celule de dimensiuni 

diferite: mari sau mici, cu formă neregulată sau foarte alungite, cu nuclee mari sau mici (Figura 

3.9). 

Datele din literatură atestă, că o influență semnificativă asupra potențialului de variație 

cromozomială în cultura in vitro la triticale o au genotipul și nivelul ploidiei. S-a demonstrat că 

calusul de triticale derivat din plante cu diferite niveluri de ploidie (hexaploid sau octaploid) 

diferă între ele în ceea ce privește nivelul de instabilitate cromozomială [140]. 

 

Durata cultivării după pasaj de la 

inițierea calusogenezei 
Numărul de celule în mitoză 

8 ore - 

24 ore 4 

48 ore 22 

96 ore 95 

192 ore 265 
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Figura 3.9. Heterogenitatea celulelor calusale de triticale (192 ore de cultivare după pasaj de la 

inițierea calusogenezei): A – celule mari, mici, alungite; B – celule mari; C – celule alungite 

(fusiforme) (x200). 

Indicele mitotic reprezintă cota celulelor aflate în diviziune din numărul total de celule 

analizate și reflectă reacția genotipului la acțiunea diferitor factori, fiind un criteriu important în 

aprecierea proliferării celulelor. S-a stabilit, că activitatea mitotică a celulelor calusale in vitro 

este dependentă de genotip [8]. S-a determinat o activitate mitotică în toate fazele diviziunii 

mitotice la genotiprile: Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, Rodlen și CAD 2/917, indicele 

mitotic constituind 13,58 - 55,04%. Pentru genotipul Ingen 33 analiza activității mitotice a 

atestat celule în interfază, profază, metafază și anafază, indicele mitotic fiind de 27,41%. La 

genotipul LT 76872 s-au observat preponderent interfaze. 

Analiza procesului de diviziune a celulelor din calus a evidențiat aberații cromozomiale 

în ana-telofaze, frecvența acestora crescând de la 6,25 - 12,5%. Cota cea mai mare a fost 

estimată la genotipul Rodlen (Tabelul 3.8). 

Numărul celulelor cu aberaţii cromozomiale în masa calusală la genotipul Rodlen a 

constituit 12,5 %, având cel mai mare număr de celule cu aberații, iar la genotipul Ingen 93 și 

CAD 2/917 acest indice a atins valoarea de 6,89% - 9,53 % respectiv.  

Tabelul 3.8. Analiza activității mitotice și cotei celulelor calusale cu aberații 

Genotip 
Număr de celule 

studiate 

In
te

rf
a

ză
 

P
ro

fa
ză

 

M
et

a
fa

ză
 

A
n

a
fa

z
ă
 

T
el

o
fa

ză
 

Cota celulelor 

cu aberații 

(%) 

Valoarea 

IM (%) 

Ingen 33 124 90 18 14 2 - - 27,41 

Ingen 35 82 46 20 10 5 1 6,25 43,90 

Ingen 93 200 128 39 18 5 6 6,89 34 

Colina 113 90 16 4 2 1 - 20,35 

188 TR 5021 95 62 19 12 1 1 - 34,73 

LT76872 85 85 - - - - - - 

Rodlen 81 73 3 1 4 3 12,5 13,58 

CAD 2/917 109 48 39 12 7 2 9,52 55,04 
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Deci, cultura in vitro influențează procesul de diviziune celulară, prin reducerea indicelui 

mitotic şi generarea de aberaţii cromozomiale depistate în anafaza-telofaza, la genotipul Rodlen, 

numărul de celule cu aberații fiind maxim (Figurile 3.10 și 3.11). 

 

 

Fig. 3.10. Celule calusale în diverse faze mitotice: profază (săgeată roșie), anafază (săgetă 

albastră), telofaza (săgeată verde) (x320).  
 

Cultura in vitro induce mutații în anafază-telofază de tipul: celule binucleate, dispunerea 

ciclică a cromozomilor, fragmente cromozomiale punctiforme (Figura 3.12), ce derivă din 

instabilităţile procesului de mitoză în celulele calusale şi care pot fi transmise regeneranților. 

 

 

Fig. 3.11. Celule calusale în diverse faze mitotice: profază (săgeată roșie), metafază (săgeta 

galbenă), anafază (săgetă albastră) (x400).  
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Fig. 3.12. Mutații mitotice în celulele calusale: A – anafază cu un fragment cromozomial; B – celulă 

binucleată; C – dispunerea ciclică a cromozomilor (x 500). 

Prezența unor anomalii cromozomiale în culturile de calus de porumb poate fi explicată 

prin apariția întârziată a separării cromatidelor în anafazele mitotice [31]. Condițiile de cultivare 

in vitro afectează stabilitatea mitotică, astfel variabilitatea numărului și structurii cromozomilor 

este mai frecventă în culturile de celule sau țesuturi vegetale, decât în mediul natural. Se 

consideră, că variațiile citogenetice sunt mai frecvent întâlnite în culturile de calus decât în alte 

tipuri de cultură, deoarece formarea calusului implică o fază de dediferențiere urmată de o 

diviziune celulară necontrolată. O caracteristică comună a celulelor calusului este poliploidizarea 

lor, care a rezultat din diferite procese precum endoreduplicarea, endomitoza, fuziunea nucleelor 

și tulburările cromozomiale în timpul anafazei [65]. Cu toate acestea, variația genetică la nivel 

cromozomial este observată și la plantele regenerate prin metode de cultivare in vitro [113]. 

Distribuirea normală a materialului genetic în procesul diviziunii mitotice este substanțial 

modificată în urma apariției unor aberații în procesul de replicare, separarea cromatidelor surori 

sau segregare, care de regulă sunt provocate de rearanjarea ADN-ului, cu sau fără schimbarea 

numărului de cromozomi, precum și anomaliile structurale ale cromozomilor ce conduc la 

modificarea dimensiunii relative a acestora, poziției centromerului [88]. 

Gokhale M. și coaut. [131], studiind arborele Oroxylum indicum L.Vent., au demonstrat 

că celulele calusului au prezentat variații substanțiale (33%) în comparație cu somaclonele 

regenerate direct (25%), reprezentate prin celule tetraploide și aneuploide.  

Utilizând citometria în flux, s-a înregistrat, că plantele de Curcuma aromatica Salisb. 

regenerate din calus (inițiat din lăstari) au fost în mare parte diploide (75,22%), și doar 24% 

dintre ele au fost parțial diploide (himere). Analiza conținutului de ADN a confirmat prezența 

celulelor diploide, tetraploide și octoploide [222]. 
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Studiile citogenetice care investighează variațiile somaclonale obținute prin culturi in 

vitro a culturilor de calus și protoplaști confirmă constatările, că numărul cel mai mare de 

anomalii cromozomiale include cu predominanță poliploidia, urmată de aneuploidii. Aceasta se 

explică prin faptul că regeneranții obținuți trec prin mai multe mitoze în timpul cărora apar 

numeroase mutații necontrolate și spontane. Mutațiile sunt condiționate și de numărul de 

subculturi, perturbând mecanismele de control al diviziunilor celulare. Mutațiile punctiforme sau 

genomice pot avea consecințe fenotipice, unele fiind asociate cu caractere utile din punct de 

vedere economic [100]. 

Culturile de calus menținute un termen îndelungat conduc adesea la o acumulare de 

modificări genetice, inclusiv poliploidizare. Astfel de modificări induc regenerarea plantelor 

himerice, poliploide sau chiar la pierderea potențialului regenerativ [65]. Numărul de cromozomi 

al celulelor din calusul primar este condiționat de cantitatea materialului genetic, această 

afirmație fiind confirmată de numeroase studii la cerealiere [263]. Cu toate acestea, pe parcursul 

subcultivării calusului apar modificări cantitative și structurale substanțiale ale cromozomilor 

[55]. O creștere semnificativă a ratei celulelor aneuploide (până la 11%) a fost observată în 

calusurile crescute în timpul primului pasaj, depășind de două ori valoarea martorului [216]. 

Este cert demonstrat, că stabilitatea citogenetică a calusului este una dintre premisele 

cheie pentru propagarea clonală in vitro eficientă într-o cultură de țesut vegetal și invocă 

importanța luării în considerare a factorilor inductori ai instabilității genetice. 

 

3.2. Variabilitatea indusă de razele gama în cultura in vitro la triticale 

Mutageneza prin radiații a devenit un instrument stabil în ameliorarea plantelor, fiind o 

modalitate simplă, rapidă și eficientă de a corecta defectele majore fără a le modifica identitatea 

inițială. Soiurile mutante obținute îmbunătățesc biodiversitatea culturilor și oferă material de 

selecție util pentru ameliorarea ulterioară a culturilor [77; 288; 316]. La nivel global, mutageneza 

indusă a dezvoltat cu succes sute de soiuri mutante importante din punct de vedere agroeconomic 

[268]. Până în prezent, aproximativ 3406 de soiuri mutante a peste 225 de culturi au fost 

dezvoltate prin mutageneză indusă și au fost înregistrate în Baza de date, privind soiurile mutante 

(MVD) FAO/IAEA, Agenția Internațională pentru Energie Atomică, Viena, Austria [107]. 

Grupul de plante care a beneficiat cel mai mult de pe urma aplicării radiomutaţiilor în 

ameliorare sunt cerealele, constituind 47%. S-au obţinut soiuri cu talie mai redusă a plantelor, 

mai precoce, rezistente la boli, înfrăţire mai bună, cu spice mai mari şi număr ridicat de boabe pe 

spic, calitate boabelor ș.a. [268]. 
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Radiațiile ionizante sunt cel mai frecvent utilizate pentru a genera mutații utile la plante 

datorită facilității de aplicare și frecvenței sporite de obținere a mutațiilor, ce pot provoca daune 

directe sau indirecte plantelor. Efectul direct provoacă deteriorarea materialului genetic (ADN 

sau ARN) din celulele organismului, rezultând modificări structurale și funcționale ale 

moleculelor de ADN [150].  

Dintre sursele de radiație, razele gama sunt foarte importante în reproducerea mutațiilor și 

mutageneza in vitro pentru diversificarea caracterelor de interes la plante și extinderea 

variabilității genetice. Tehnicile biotehnologice in vitro garantează calitatea și siguranța, care, 

combinate cu mutageneza, permit selectarea unor caractere agronomice performante de 

importanță economică [280]. Numeroase studii, privind utilizarea razelor gamma în combinație 

cu diferite medii de cultură în rezultat au demonstrat, că plantele au suferit modificări 

morfologice, cum ar fi culoarea boabelor, culoarea florii și înălțimea plantei [40; 151]. 

Mutageneza în culturile de țesuturi și celule in vitro oferă oportunitatea răspândirii rapide 

și masive a plantelor mutante [307]. Inducerea mutațiilor prin utilizarea radiației gama a fost 

descrisă atât în apexuri și semințe colectate în câmp, precum și în culturi de țesuturi, protoplaști 

și calus. Cultura in vitro în combinație cu radiațiile a devenit o metodă eficientă pentru a induce 

variabilitatea genetică și multiplicarea rapidă a mutanților selectați, deoarece poate fi generată o 

cantitate suficientă de material pentru mutageneză și manipularea post-mutageneză [314].  

În cadrul cercetărilor efectuate s-a constatat, că în condiții de cultură in vitro, radiația 

gama influențează frecvența calusogenezei, morfogenezei și regenerării. 

În baza analizei dispersionale bifactoriale s-a stabilit, că puterea de influență a radiației 

gama este dependentă de genotip și specifică fiecărei etape: de obținere a țesuturilor calusale, 

embriogenezei și regenerarea de plantule. 

 

3.2.1. Efectul dozelor razelor gama în procesul mutațional declanșat în celulele 

calusale 

Razele gama sunt o sursă de mutageni care pot induce mutații la plante. Mai mulți 

cercetători folosesc razele gamma pentru a îmbunătăți caracterele de interes prin asigurarea 

diversității genetice. Studiile au demonstrat efectele iradierii gama asupra germinării semințelor, 

creșterii și dezvoltării plantelor, conținutului de clorofilă, stresului oxidativ și producției de 

metaboliți secundari. Este cunoscut faptul, că iradierea cu raze gamma în doze mari influențează 

negativ însușirile fiziologice și biochimice ale plantelor [165; 280]. Cu toate acestea, 

radiosensibilitatea ar putea identifica diferite nivele de susceptibilitate, în funcție de varietatea 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/in-vitro-culture
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plantei, datorită diferențelor legate de conținutul de ADN, procesul de reparare, reacția 

antioxidantă și cinetica ciclului celular [75]. Pentru a spori eficiența reproducerii mutațiilor, este 

importantă selectarea dozei optime de radiații care ar putea contribui la creșterea frecvenței 

mutațiilor fără a afecta în mod semnificativ supraviețuirea și reproducerea plantei. Majoritatea 

studiilor s-au concentrat pe evaluarea răspunsurilor biologice la diferite doze de radiație [150]. 

Rezultatele studiului radiosensibilității plantelor, prin utilizarea razelor gama, denotă 

dependența de faza de dezvoltare a plantei sau componentelor ei la momentul iradierii, starea 

fiziologică a organismului, intensitatea dozei utilizate. S-au stabilit corelații directe a efectelor 

radiației în dependență de specie, soi sau clonă. Tendința generală în acest aspect constată, că cu 

cât celula sau grupul de celule se află într-o stare mai avansată din punct de vedere al activității 

sale fiziologice, cu atât radiorezistența lor este mai scăzută. 

Dozele de iradiere depind de țesutul plantei cercetat: semințe, calus, suspensii celulare, 

protoplaste și microspori, frunze, lăstari, meristeme apicale, muguri axilari, rădăcini și tuberculi 

obținuți prin cultura in vitro, cât și de stadiul de dezvoltare a plantelor [284]. Cel mai frecvent, 

iradierea cu raze gama este efectuată la cultura calusului, deoarece celulele sunt cu potențial 

proliferativ înalt (zone cu diviziune intensă a celulelor), fiind mai sensibile la radioactivitate în 

comparație cu celulele adulte [42]. Utilizarea iradierii gama a materialului semincer în 

agricultură este limitată din cauza incertitudinii în dozajul iradierii care variază pentru diferite 

culturi. Cu toate acestea, tratamentul cu scopul de inducere a mutațiilor este convenabil, 

deoarece cantități mari de embrioni pot fi iradiate într-o singură repriză [101]. 

În vederea aprecierii relațiilor doză/efect a razelor gama la triticale asupra boabelor 

diferitor genotipuri au fost aplicate 7 doze – 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250 Gy. După iradiere, 

embrionii maturi au fost sterilizați, apoi excizați de la cariopsă și inoculați pentru inducerea 

calusului pe mediul de cultură bazal MS suplimentat cu 2,4-D 2,5 mg/l și kinetină 0,2 mg/l. 

Inițierea calusogenezei s-a observat la a 4 - 5-a zi de la inoculare la toate variantele 

investigate (Figura 3.13). S-a constatat, că radiațiile gama în limitele dozelor 50 - 150 Gy a avut 

un efect stimulator asupra creșterii calusului. Asemenea efect poate fi determinat de modificarea 

procesului de expresie și interacțiune a produselor genelor modificatoare, care în mod normal 

inhibă unele procese fiziologice, spre exemplu permeabilitatea membranelor [150]. Se consideră 

că stimularea cu radiații în doze mici favorizează inducerea metaboliților și modificări 

biochimice implicate în regenerarea plantelor, generând astfel plante himerice [280]. 

Analiza frecvenței calusogenezei în baza valorilor medii a atestat variație semnificativă la 

nivel de 95 - 99,9%, fiind dependentă de genotip și factorii luați în studiu. S-a constatat, că doza 

de 50 Gy a avut efect stimulator pentru proliferarea calusului la genotipurile Ingen 93, Ingen 35, 
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Colina și CAD 2/917, valorile variind de la 53,74 - 76,13 % în comparație cu martorul. Valorile 

medii pentru genotipurile Ingen 33, 188TR 5021, LT 76827 și Rodlen au fost mai mici decât  la 

martor de 1,1 - 2,14 ori, fiind semnificative la nivel de 99 - 99,9%.  

 

Fig. 3.13. Inițierea calusogenezei din embrioni maturi la martor și diferite doze de iradiere. 

Este important de remarcat faptul, că pentru dozele de iradiere 75 - 125 Gy s-a estimat o 

creștere ușoară a valorilor medii în comparație cu martorul la majoritatea variantelor luate în 

studiu. Pentru genotipul CAD 2/917 doza de 100 Gy a condiționat creșterea semnificativă la 

nivel de 95% a frecvenței calusogenezei de 1,07 ori față de martor. Pentru variantele 188TR 

5021 și Rodlen valorile medii au crescut față de doza de 50 Gy, dar nu au depășit martorul. 

Rezultatele unor cercetători au stabilit că o iradiere a explantelor cu doze scăzute de radiaţii 

gama, poate îmbunătăţi semnificativ regenerarea de plantule sau formare de embrioni somatici şi 

de haploizi. Au fost obținute 10 linii mutante de linte prin iradierea semințelor cu raze gamma de 

la 100 până la 300 Gy [268]. Radiația gama cu doza de 200 Gy a îmbunătățit compușii flavonoizi 

în 37 de linii de grâu [142]. 

La doza de 75 Gy valoarea medie a cotei explantelor cu răspuns pozitiv a fost de 1,5 - 

2,02 ori în comparație cu martorul, iar pentru doza de 100 Gy - de 1,47-1,63 ori, și 125 Gy - de 

1,26 - 1,53 ori, datele fiind semnificative la nivel de 99,9%. O reacție specifică s-a remarcat la 

genotipul LT 76827, radiația gama având un efect inhibitor asupra proliferării calusului, 

constatând că odată cu creșterea dozei de iradiere valorile medii scad în comparație cu martorul 

de 1,47 – 2 ori, semnificative la nivel de 99,9%. Astfel, impactul radiației la toate dozele de 

iradiere a avut un efect inhibitor pentru acest genotip. 

Efectul radiației gama (150 Gy) asupra calusogenezei a atestat valori, ce variază de la 

58,19 - 85,55% în comparație cu martorul pentru genotipurile: Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, 

Colina și CAD 2/917. Deci, s-a evidențiat o reacție specifică a fiecărui genotip la acțiunea 

razelor gama la doza de 150 Gy. Astfel, pentru genotipurile 188 TR5021, Rodlen și LT 76827 s-

au atestat valori medii mai mici de 1,26 - 1,99 ori față de martor, fiind semnificative la nivel de 

99,9%, dar cu o creștere a valorilor față de toate dozele de iradiere luate în studiu (Figura 3.14). 
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Fig. 3.14. Influenţa interacțiunii factorilor genotip - radiaţia gama asupra frecvenţei calusogenezei. 

Notă: *, **, *** - semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

În cercetările realizate de noi s-a atestat, că dozele de 200 - 250 Gy au avut efect depresiv 

asupra calusogenezei la triticale. Atât creșterea calusului, cât și formarea zonelor morfogene au 

scăzut odată cu creșterea nivelului de expunere la razele gama. Analiza frecvenței calusogenezei 

în baza valorilor medii a atestat variație semnificativă la nivel de 99 - 99,9%. La toate 

genotipurile s-a constatat acțiunea mai pronunțată a radiației gama asupra inițierii calusului, 

valorile fiind mai mici în comparație cu martorul. S-au înregistrat valori mai reduse în 

comparație cu varianta martor pentru doza de 200 Gy, constituind 19,15 - 51,3%, ceea ce este de 

1,36 - 2,63 ori mai mici, iar doza de 250 Gy a indicat valori mai accentuate, de 2,26 - 3,97 ori 

mai mici față de martor. Datele experimentale au demonstrat, că la doza de 250 Gy, evoluția 

calusului se stopează și pe parcursul subcultivării se necrotizează. Se consideră că dozele mari de 

radiații pot induce radioinhibarea prin afectarea promotorilor de creștere care duce la distrugerea 

țesuturilor, provocând malformarea și pierderea capacității de regenerare [280]. Conform datelor 

din literatură estimarea dozei letale (DL 50) pentru semințele de triticale constituie 460 Gy [247]. 

Rezultatele aplicării testului ANOVA denotă, că asupra frecvenței calusogenezei au 

influențat semnificativ (P≤0,001) atât genotipul, radiația cât și interacțiunea genotip-radiație 

(Tabelul 3.9).  

Determinarea radiosensibilității și dozelor optime de radiații ionizante sunt pași 

importanți pentru realizarea mutagenezei induse pentru îmbunătățirea culturilor. Numeroase 

studii au demonstrat, că dozele mari de radiații gama provoacă modificări fiziologice, cum ar fi 

întârziere în germinarea semințelor și reducerea ratei de supraviețuire și a creșterii plantelor la 

grâu [247]. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/radiosensitivity
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/optimal-drug-dose
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ionizing-radiation
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Tabelul 3.9. Analiza varianţei frecvenței calusogenezei în dependență de doza de radiație 

gama și genotip 

Sursa de variabilitate Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

PI, % 

Genotipul (G) 38100,4 7 5442,91 591,62*** 50,44 

Doza de radiaţie (DR) 29678,8 7 4239,82 460,85*** 32,29 

Interacţiunea G / DR 6564,79 49 133,97 14,56*** 8,69 

Rezidual 1177,61 128 9,20007 -  

Total 75521,6 191 - -  

Notă: *** - semnificativ pentru P≤0,001. 

Rezultatele sunt în concordanță cu cele ale cercetătorilor, care au raportat, că potențialul 

de germinare a semințelor a scăzut pe măsură ce doza de radiații a crescut. În plus, viteza de 

germinare a fost confirmată a fi redusă cu expunerea prelungită la raze gama chiar și la aceleași 

doze de radiații. Inhibarea creșterii și întârzierea sunt cunoscute a fi cauzate de oprirea ciclului 

celular în faza G2 în timpul diviziunii celulare somatice expuse la radiații cu doze mari [150]. 

 

3.2.2. Impactul radiaţiei gama asupra acumulării masei calusale şi regenerării 

plantulelor 

Este cunoscut faptul, că radiația gama influențează creșterea și dezvoltarea plantelor prin 

inducerea modificărilor morfologice, structurale și funcționale ale celulelor și țesuturilor. Cultura 

calusului poate fi considerată o etapă biotehnologică inițială importantă pentru producerea pe 

scară largă de biomasă și materie primă pentru culturile de suspensie celulară și regenerarea 

lăstarilor, fiind exploatată pentru acumularea de compuși activi [152]. 

Determinarea cineticii creşterii calusurilor s-a estimat prin cântărirea biomasei calusale 

neoformate la nivelul inoculilor, a greutăţii masei proaspete, la intervale de o luna de la 

subcultivarea primelor formaţiuni. Pasajele s-au efectuat pe medii proaspete MS cu același 

conținut de reglatori de creștere. 

Observarea efectelor radiaţiei gama asupra inducerii şi dezvoltării calusului, atestă 

schimbări în creșterea, culoarea și morfologia calusului. Dozele de iradiere mai mici (50 - 150 

Gy) au acționat asupra formării calusului în comparație cu formele martor, calusul fiind granular 

de culoare verde-gălbuie. La doza 200 Gy s-a atestat calus friabil alb cu puține zone 

meristematice, iar la doza 250 Gy se remarcă necrotizarea și stoparea evoluției calusului, de 

aceea din cercetările ulterioare a fost exclus. Doze mari de iradiere, conform datelor din 

literatură, conduc la inhibarea acumulării de biomasă calusală. Se consideră că motivul scăderii 

treptate a proliferării se poate datora efectului radiațiilor asupra activității factorilor de creștere 

endogeni, care stimulează diviziunea celulară [155]. 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/radiation
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/endogenous-growth
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/endogenous-growth
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Analizând efectul radiației gama la nivel de țesut, conform indicelui masa calusului, s-a 

constatat, că dozele 75 - 150 Gy au efect stimulator, în timp ce în cazul dozei 50 Gy la toate 

genotipurile luate în studiu se observă o diminuare a biomasei calusale în comparație cu martorul 

(Figura 3.15). Pentru genotipurile 188TR 5021, LT76872, Rodlen și CAD 2/17 valorile medii 

sunt mai mici cu 5,98 - 27,13% față de martor, semnificative la nivel 95 - 99%.  

 

Fig. 3.15. Creșterea biomasei calusale a genotipului Ingen 35: A – varianta martor; 

B – varianta iradiată cu 50Gy. 

 

Odată cu creșterea dozei de radiație se remarcă o creștere a biomasei calusale. Analizând 

rezultatele obţinute, s-a constatat că, genotipurile Ingen 33, Ingen 35, și CAD 2/917 supuse 

iradierii gama cu dozele de 125 Gy au o capacitate calusală mai mare decât varianta martor cu 

0,71 - 8,36%, iar pentru genotipul LT 76872 media s-a redus cu 12,1% în comparație cu varianta 

matror, semnificativ 99%. Genotipurile Ingen 33, Ingen 35, CAD 2/917, Ingen 93 sunt 

caracterizate de o abilitate mai mare de formare a masei calusului, faţă de celelalte genotipuri 

studiate (Anexa 2). 

Studiind dezvoltarea calusului s-a observat, că pentru acumularea biomasei calusale 

radiaţiile ionizante cu doza de 150 Gy a avut efect stimulator pentru majoritatea genotipurilor de 

triticale. Se atestă o corelaţie pozitivă între doza de iradiere şi masa calusului obţinut faţă de 

martor. La loturile tratate cu doza de iradiere 150 Gy masa calusului a crescut, prezentând 

diferenţe atât între martor, cât şi între celelalte variante experimentale. După 30 de zile de 

subcultivare genotipul CAD 2/917 (777,31 mg) a prezentat valoare maximă, fiind cu 12,42% mai 

mare ca martorul, semnificativ la nivel de 95%, cea mai mică valoare s-a stabilit la genotipul 

188TR 5021, fiind nesemnificativă față de martor. Variația masei calusului cu doza de iradiere 

de 150 Gy pentru fiecare genotip studiat este reprezentată în figura 3.16. Astfel, cele mai mari 

valori au fost înregistrate de genotipurile Ingen 35, masa calusului constituind (879,57 mg), iar 

cele mai reduse date s-au atestat la genotipul LT 76872 (399 mg). Pentru varianta martor, 

greutatea medie a calusului a oscilat între 384,38 - 814,08 mg (Tabelul 3.16). 
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Fig. 3.16. Variația masei calusului în dependență de doza de iradiere 150 Gy  

în comparație cu martorul. 

 

Conform cercetărilor efectuate s-a evidențiat o variație semnificativă a valorilor medii, 

care sunt dependente de genotip și doza de radiație [3]. Pentru determinarea impactului razelor 

gama asupra variabilității se utilizează coeficientul de variație (CV,%), care ne permite să 

stabilim reactivitatea genotipului față de factorul dat. Prin urmare, coeficientul de variație, pentru 

150 Gy constituie 3,08 - 14,54%, ceea ce corespunde unui nivel mic și mediu de variabilitate. La 

varianta martor valorile coeficientului de variație fiind 0,61 - 10,79%. 

Pe măsura creşterii dozei de iradiere 200 Gy, efectul razelor gama a diminuat creşterea 

biomasei calusale. Pentru genotipurile 188TR 5021, LT 76872, Rodlen și CAD 2/17, valoarea 

medie s-a micșorat cu 7,38 - 31,75% în comparație cu martorul, fiind semnificativă 95-99%. 

Rezultate similare au fost raportate în greutatea proaspătă a calusului la grâu și trestia de zahăr. 

Iradierea cu raze gama în doze mari provoacă leziuni severe ale țesutului, ceea ce poate reduce 

greutatea calusului [171]. 

În rezultatul totalizării studiului actual s-a stabilit, că doza de radiație 150 Gy a fost cea 

mai eficace în stimularea producției de biomasă a calusului. S-a confirmat cantitativ efectul 

radiaţiei asupra calusului embriogen și regenerării [3].  

Din analiza rezultatelor nu se observă o dependență semnificativă între greutatea 

proaspătă a calusului şi rata de regenerare. Astfel, genotipul LT 76872 cu o greutate mică a 

calusului (395,40 mg), are o rată de regenerare de 1,2%, spre deosebire de genotipul Ingen 33 cu 

o greutate mai mare a calusului (745 mg), dar cu o rată a regenerării de 0,9 %. Cota cea mai mare 

în formarea calusului embriogen a prezentat genotipul CAD 2/917, constituind 48,2%, cu o rată 

de regenerare de 1,3% (Tabelul 3.10). 
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Tabelul 3.10. Regenerarea prin embriogeneză somatică a genotipurilor de triticale iradiate 

cu raze gama la doza de 150 Gy 

Genotip Greutatea 

calusului, mg 

Calusuri 

embriogene (%) 

Rata regenerării 

(%) 

Ingen 33 745,08 10,0 0,9 

Ingen35 879,57 30,3 1,4 

Ingen93 681,07 37,9 1,3 

Colina 615,07 44,0 1,1 

188 TR 5021 399,00 26,6 0,8 

LT76872 395,40 46,6 1,2 

Rodlen 507,11 33,6 1,2 

CAD 2/917 777,31 48,2 1,3 

 

În urma prelucrării statistice, prin aplicarea testului ANOVA (Tabelul 3.11) s-a stabilit, 

că greutatea calusului a fost influenţată semnificativ de genotip, radiaţia gama, cât şi de 

interacţiunea lor (P≤0,05; 0,001). Puterea de influență majoră fiind atribuită genotipului 49,35%, 

urmată de radiația gama 25,54%. 

 

Tabelul 3.11. Analiza varianţei masei calusului 

Sursa de variabilitate Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

PI, % 

Genotipul (G) 482355,0 7 68907,85 425,03*** 49,35 

Doza de radiaţie (DR) 249665,0 6 41610,8 25,67*** 25,54 

Interacţiunea G/DR 63707,9 42 1516,9 0,94* 6,51 

Rezidual 181580,0 112 1621,3 -  

Total 977307,9 167 - -  

Notă: *, *** - semnificative pentru P≤0,05; 0,001 

 

3.2.3. Influența razelor gama asupra proceselor morfogenetice 

Fenomenul de totipotență a celulelor somatice vegetale face posibilă inducerea proceselor 

morfogenetice în cultura in vitro, care au ca rezultat formarea de novo a țesuturilor și organelor 

capabile să genereze un organism integru [376]. Se știe că morfogeneza este unul dintre cele mai 

complexe procese în cultura de țesut, în special pentru familia Gramineae. Rezultatele mai 

multor studii, au demonstrat condiționalitatea genotipică a dezvoltării morfogene [375]. 

Utilizarea radiaților gama ca agent mutagen fizic, ca sursă de sporire a variabilității somaclonale 

este unul din factorii ce asigură formarea unui calus embriogen cu regenerarea ulterioară. 

Deoarece, calusul compact, globular de culoare verde a prezentat însușiri embriogene s-a 

calculat frecvența de formare a acestuia, fiind estimată frecvența morfogenezei. În rezultatul 
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analizei datelor obținute s-a evidențiat recția specifică a genotipului în complex cu doza de 

iradiere, care au influențat semnificativ frecvența morfogenezei. 

Procesul de formare a zonelor morfogene în calusurile analizate a fost inhibat de către 

radiație la o parte din genotipuri. S-a stabilit, că pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93 

și CAD 2/917 la dozele de 50 - 150 Gy valorile medii au crescut față de martor, cea mai mare 

valoare fiind la doza de 150 Gy de 1,05 - 1,39 ori, fiind semnificative la nivel de 95 - 99% 

(Figura 3.17).  

 

Fig. 3.17. Influenţa interacțiunii factorilor genotip-radiaţie gama asupra frecvenţei morfogenezei. 

Notă: **,*** - semnificative pentru P≤0,01; 0,001. 

 

Genotipurile Colina, LT 76827 și Rodlen au atestat valori medii mai mici decăt martorul. 

S-a evidențiat genotipul 188TR 5021, valoare medie s-a redus în comparație cu martorul la toate 

dozele de iradiere de 1,15 - 3,27 ori, fiind semnificativă la nivel de 95 - 99,9%. S-au atestat 

diferențe semnificative (99 - 99,9%) cu 28,62 - 52,62% mai mici față de martor pentru toate 

genotipurile luate în studiu la doza de iradiere 200 Gy, iar pentru doza de 250 Gy valorile medii 

s-au redus substanțial în comparație cu martorul, constituind 47,30 - 74,82% (P≤0,01) (Anexa 3). 

Astfel, iradierea cu 150 Gy a mărit valorile medii a frecvenţei morfogenezei la toate 

genotipurile de triticale. La genotipurile Colina, 188TR 5021 și Rodlen se observa o ușoară 

intensificare a proceselor morfogenetice față de celelalte doze de iradiere, dar care nu depășește 

varianta martor (Figura 3.18). 
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Fig. 3.18. Calus morfogen cu formarea lăstarilor la genotipul Ingen 93:  

A – varianta martor; B – iradiere 100 Gy; C – iradiere 150Gy; D – iradiere 200 Gy. 

 

Studiul analizei dispersionale a demonstrat, că asupra morfogenezei, influențează 

semnificativ (P≤0,001) genotipul cu o putere de influență de 53,70%, urmat de radiație 35,37%, 

iar interacțiunea factorului genotip-radiație constituie 9,80% (Tabelul 3.12)  

Tabelul 3.12. Analiza varianției morfogenezei 

Sursa de 

variabilitate 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul Fisher 

(F) 

PI, % 

Genotipul (G) 18123,9 7 2589,13 882,57*** 53,70 

Radiația (R) 11936,9 7 1705,27 581,28*** 35,37 

Interacţiunea G/R 3309,8 49 67,55 23,02*** 9,80 

Rezidual 375,5 128 2,93 -  

Total 33746,0 203 - -  

Notă: *** - semnificativ pentru P≤ 0,001 

 

Rezultatele studiului realizat demonstrează complexitatea procesului de inducere a 

morfogenezei, condiționate de factori endo- și exogeni. Diferențele stabilite între diferite 

genotipuri și doze ale razelor gama au scos în evidență specificitatea radiosensibilității și 

polivalența procesului de diferențiere. 

 

3.3. Obținerea regeneranților de triticale prin metoda in vitro și mutageneza fizică 

Variațiile somaclonale obținute prin mutageneza in vitro cu radiații gama sunt lipsite de 

constrângeri de reglementare și permit regenerarea variațiilor genetice într-o perioadă scurtă de 

timp la costuri reduse, la care acest sistem asigură manipularea ușoară a explantelor în spații 

restrânse și controlate în condiții aseptice [294]. Efectul mutagenezei in vitro folosind 60Co a fost 

utilizată pentru a extinde variația genetică în scopuri de reproducere a orezului (Oryza sativa L.) 

[27; 162], ghimbirului (Zingiber officinale Rosc.) [297], cartofului (Solanum tuberosum. L.) 

[220] și tomatelor (Solanum lycopersicum L.) [242]. 

Frecvența regenerării a fost estimată după numărul total de calusuri regenerative, 

indiferent de tipul de calus obținut în sistemele cercetate. Cercetările s-au axat pe elucidarea 
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efectului dozei de radiație, genotipului și interacțiunii factorilor genotip - radiație asupra 

frecvenței de regenerare [9].  

Analiza rezultatelor a demonstrat, că factorii analizați au influențat semnificativ frecvența 

regenerării (P≤0,001) (Tabelul 3.13). Acțiunea maximă a înregistrat-o genotipul (50,33%), 

radiația gama (40,63%) și interacțiunea genotip - radiație (7,76%).  

Tabelul 3.13. Analiza varianței frecvenței regenerarii de plantule 

Sursa de variabilitate Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

PI, % 

Genotipul (G) 16297,3 7 2328,19 730,61*** 50,33 

Doza de radiaţie (DR) 13157,7 7 1879,68 589,86*** 40,63 

Interacţiunea G/DR 2514,4 49 51,31 16,10*** 7,76 

Rezidual 407,9 128 3,19 -  

Total 32377,3 191 - -  

Notă: *** - semnificativ pentru P≤0,001 

Prin urmare s-a pus în evidență influența maximă a genotipului, care a reacționat specific 

asupra frecvenței regenerării. În rezultatul analizei datelor obținute cea mai mare valoare a 

acestui indice față de martor a fost remarcată la genotipul CAD 2/917 (43,05%) și Ingen 35 

(42,88%), pentru doza de iradiere 150 Gy, diferențele fiind semnificative la nivel de 95-99%. 

Valoarea minimă pentru această doză de iradiere s-a atestat la genotipul LT 76827 (7,57%) și 

Rodlen (9,74%), semnificative la nivel de 99,9% (Figura 3.19).  

 

Fig. 3.19. Influenţa interacţiunii factorilor genotip - radiaţie asupra frecvenţei regenerării. 

Notă:*, **, *** - semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001 

 

Analizând efectul radiației asupra capacității de regenerare s-a observat reacția diferită a 

genotipurilor. La doza de 150 Gy pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 93, Colina și CAD 2/217 

valorile medii s-au mărit, indicând cele mai mari valori cuprinse între 33,99 - 43,05%, în 

comparație cu martorul 29,76 - 38,22%. Genotipul Ingen 35 a prezentat o creștere a frecvenței de 
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regenerare, mai mare în comparație cu martorul și genotipurile luate în studiu, constituind 34,64 

- 42,88%, pentru toate dozele de iradiere, fiind semnificative la nivel de 95 - 99%. 

Acțiunea mai pronunțată a radiației a fost remarcată pentru Rodlen, fiind un genotip 

radio-mutant, ce a prezentat o reacție specifică asupra regenerării. Presupunem, că la acest 

genotip în urma iradierii repetate se provoacă o instabilitate genetică, procesul mutațional la 

nivel celular fiind mai exprimat, provocând aberații genetice (instabilitate cariotipică). Valorile 

medii au fost semnificative (95 - 99,9%) pentru toate dozele de iradiere, cu o ușoară creștere a 

valorii doar la doza de 125 Gy (11,68%), dar nu a depășit martorul (19,99%). Comparând 

varianta martor a genotipului LT 76827 cu toate dozele luate în studiu, se atestă reducerea 

valorilor medii cu 8,16 - 91,27% pentru dozele 100 – 250 Gy, fiind semnificative (95 - 99,9%). 

Frecvența regenerării s-a diminuat de 2,97 - 16,74 ori. Genotipul 188TR 5021 a indicat o 

micșorare a valorilor medii pentru doza 50 Gy, diferența fiind semnificativă la nivel 99,9%, apoi 

se observă o creștere ușoară până la doza de 150 Gy, semnificativă 95 - 99%, dar nu depășesc 

varianta martor. Cea mai semnificativă diferență (99,9%) a valorilor medii în raport cu martorul 

a fost înregistrată pentru doza de 250 Gy pentru toate genotipurile (Figura 3.19). Efectul dozelor 

mari de radiații gama a înregistrat răspunsuri cu valori minime ale regenerării și creștere redusă a 

plantelor, sugerând leziuni structurale induse de radiații. 

În rezultatul cercetărilor s-a constatat, că efectul iradierii gama asupra procesului de 

formare a regeneranților a fost dependent de doza de radiație. Astfel, razele gama cu doza de 150 

Gy au intensificat frecvența regenerării, pentru majoritatea genotipurilor, iar dozele de 200 – 250 

Gy pentru toate genotipurile au redus acest indice în comparație cu martorul. 

Calusurile au fost subcultivate la fiecare 3 săptămâni pe medii nutritive proaspete, iar cele 

ce prezentau zone morfogene au fost transferate pe mediu de regenerare MS suplimentat cu AIA 

(0,5 mg/l) şi BAP (1 mg/l). După 2 săptămâni s-a observat formarea lăstarilor, care ulterior au 

evoluat în plantule (Figura 3.20). 

 

Fig. 3.20. Lăstari regeneraţi la diferite doze de iradiere și a martorului, după 30 zile. 
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Pe parcursul subcultivării s-a remarcat că o parte din calusuri nu au format muguri şi 

lăstari adventivi. S-au înregistrat urmări letale pentru o parte din calusuri, care morfologic se 

manifestă prin apariţia sectoarelor necrotizate pe suprafaţa ţesutului calusal şi a dus la pierderea 

capacităţii de morfogeneză, ceea ce denotă că razele gama stimulează procese litice ce provoacă 

necrotizarea ţesutului vegetal. În timpul cultivării in vitro nu toţi embrioizii au evoluat, 

parcurgând toate etapele de dezvoltare, unii rămânând în stadiile începătoare, fără a finaliza cu 

regenerare de plantule. Acest lucru explică impactul deosebit de semnificativ al radiaţiei asupra 

modificării indicilor activităţii morfogenetice, mai cu seamă a eficienţei de regenerare. Probabil, 

restructurările produse de radiaţia gama în ţesutul calusal conduc la inhibarea dezvoltării unei 

parți din embrioizii somatici. 

În prezentul studiu, s-a constatat că rata de supraviețuire a explantelor iradiate scade 

liniar odată cu creșterea dozelor razelor gama. Efectele creșterii dozelor de radiație s-au reflectat 

și asupra apariției lăstarilor potențial mutanți. Numărul de lăstari cu cele mai semnificative 

valori, în mediu 7,25 per explant s-a stabilit pentru doza de iradiere 150 Gy.  

În rezultatul analizei datelor, cele mai mari valori în ceea ce privește formarea lăstarilor a 

prezentat genotipul Ingen 35, constituind 14 lăstari per calus și CAD 2/917 cu 13 lăstari. Rata 

redusă s-a atestat la genotipurile LT 76872, constituind 1,5 lăstari per explant (Figura 3.21).  

 

Fig. 3.21. Influența genotipului și a radiației gama (150 Gy) asupra numărului de 

lăstari regenerați. 

Pentru genotipurile Ingen 33, Ingen 93, Colina, LT 76872 iradiate cu doza de 150 Gy, 

valorile medii s-au redus față de martor de 1,12 - 3 ori. Cele mai înalte valori fată de martor s-au 

atestat la genotipul Rodlen și CAD 2/917, media a crescut de 1,08 - 1,2 ori. Rata cea mai redusă 
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s-a înregistrat la genotipurile LT 76872, constituind 1,5 lăstari per explant. S-au obținut 58 de 

regeneranți mutanți. 

Formarea regeneranților a scăzut odată cu creșterea dozelor de radiație și a fost aproape 

complet suprimată la 250 Gy. Consecințele iradierii gamma s-au observat și asupra creșterii în 

lungimiea lăstarilor, fiind proporțională cu creșterea dozei de iradiere și genotip, fapt observat și 

la grâu (Triticum aestivum L.). Conform datelor din literatură lungimea lăstarilor a scăzut cu 

46% pe măsură ce doza razelor gama a crescut [71]. 

Frecvența maximă de formare a lăstarilor per calus embriogen s-a atestat la genotipurile 

Ingen 33, Ingen 35 și CAD 2/917, constituind 44,15 - 52,45%, iar la genotipurile 188 TR5021 și 

LT 76872 valorile fiind minime 17,09 - 27,79% în comparație cu martorul (Tabelul 3.14).  

În scopul înrădăcinării regeneranților, lăstarii cu lungime de 2,5 – 4,0 cm au fost decupați 

de la suprafața mediului și transferați pe mediul de înrădăcinare MS cu adaos de ANA (1 mg/l). 

Rizogeneza s-a atestat la a 10-ea zi de la cultivare. Rata medie de înrădăcinare a lăstarilor a fost 

40,66%. Somaclonele obținute la genotipurile Ingen 35, Ingen 93 și CAD 2/917 au înregistrat 

valori mai mari a procentului de înrădăcinare comparativ cu martorul și celelalte genotipuri. 

Frecvența maximă de înrădăcinare s-a evidențiat la Ingen 93, fiind de 49,22%, iar valoare 

minimă - la genotipul LT 76872, constituind 27,57% (Tabelul 3.14).  

 

Tabelul 3.14. Frecvența calusogenezei, embriogenezei, regenerării in vitro la 

genotipurile de triticale supuse iradierii gama 

Genotipul Varianta 
Calus 

embriogen 

 (%) 

Calus 

regenerativ  

(%) 

Lăstari 

înrădăcinați 

(%) 

Plante 

aclimatizate 

(%) 

Ingen 33 Martor 61,10 34,22 40,15 45,61 

Radiație 62,12 44,15 42,32 50,15 

Ingen 35 Martor 65,55 41,65 45,17 50,14 

Radiație 71,45 52,45 48,02 52,87 

Ingen 93 Martor 53,33 29,24 38,93 40,15 

Radiație 51,30 30,11 49,22 43,58 

Colina Martor 61,10 38,22 32,99 30,18 

Radiație 64,45 40,91 39,00 30,57 

188TR 

5021 

Martor 52,22 32,22 42,85 32,70 

Radiație 50,02 27,79 43,01 41,21 

LT 76872 Martor 41,15 20,27 22,22 20,15 

Radiație 20,33 17,09 27,57 34,33 

Rodlen Martor 46,75 28,75 30,12 23,15 

Radiație 32,60 29,05 30,00 25,49 

CAD 2/917 Martor 69,76 43,27 43,33 50,02 

Radiație 70,12 45,62 46,15 59,11 
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Este cunoscut faptul că rădăcinile cresc din primordiile nodale numai atunci când 

plantulele sunt bine dezvoltate [160]. Din numărul total de regeneranți, 47 somaclone au format 

un sistem radicular bine dezvoltat. 

Plantulele cu rădăcini au fost transferate în vase cu substrat sol-turbă (3:1) pentru 

aclimatizare la condiții ex vitro. S-a observat că numărul de plante ce au supravețuit după 

plantare pe substrat sol variază în dependență de varianta analizată (Tabelul 3.14). În faza de 

aclimatizare somaclonele au manifestat capacitate diferită de adaptare, care în medie a atins 

42,16 %. După aclimatizare 26 plantule au fost transferate în ghivece și cultivate în condiții de 

laborator până la formarea spicelor.  

În rezultatul analizei s-a constatat că somaclonele SC0 derivate din cultura de embrioni 

maturi supuși iradierii gama au prezentat diferite trăsături morfofiziologice, frecvența și spectrul 

de variație al cărora au fost specifice fiecărui genotip luat în studiu [5]. 

Variația indusă de cultura de țesut la triticale este un fenomen bine stabilit care afectează 

genotipul și modifică fenotipul somaclonelor [200; 239]. Autorii au evidențiat schimbări 

fenotipice produse de cultura in vitro în comparație cu variantele martor neiradiate, ce s-au 

răsfrâns asupra înălțimii plantelor, numărului de noduri, lungimea spicului principal și numărul 

de boabe per spic. 

Efectul radiației a fost confirmat prin obținerea formelor de triticale cu talia plantei 

diferită: forme pitice (cu talie scurtă), având înălţimea medie cuprinsă între 40 - 60 cm, din care 

fac parte genotipurile Rodlen și 188TR 5021 cu valori cuprinse între 85 - 105 cm (forme 

semipitice), categorie la care se înscriu genotipurile Ingen 33, Ingen 35 și LT 76872, precum și 

forme înalte, cu talia plantelor care depăşeşte 105 cm, ajungând până la 150 cm (Ingen 93, CAD 

2/917). Forme pitice a mutanților au fost obținute și la orez, înălțimea plantelor fiind un caracter 

important în ameliorarea orezului. Plantele cu tulpini scurte cresc cantitatea de boabe formate 

[283]. Dragov R. și coaut. [95] au raportat pentru grâu o corelație pozitivă bine definită dintre 

producția de boabe și înălțimea plantelor.  

Pentru evaluarea spectrului de variații, la regeneranți SC0 după maturitate au fost 

colectate semințele. Pentru genotipurile iradiate numărul de boabe în spic, în medie a constituit 0 

- 14 boabe, o parte din ele fiind șiștave, precum și dezvoltate incomplet. Mai mult de 26% dintre 

plante au format spice sterile sau boabe mărunte. Una dintre cele mai mari contribuții la 

randamentul culturii este caracterul numărul de boabe per spic și greutatea boabelor care este 

legată direct de două caracteristici morfometrice importante, cum ar fi dimensiunea și forma 

boabelor. Dimensiunea boabelor și forma boabelor sunt trăsături esențiale de reproducere, 

deoarece se consideră cele mai stabile dintre componentele ce asigură productivitatea. Cauzele 
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care conduc la formarea boabelor șiștave sunt condiţionate de acțiunea culturii in vitro cât și a 

razelor ionizante, ce au la bază modificări structurale și funcționale care influențează dezvoltarea 

bobului la stadii timpurii.  

Aplicarea mutagenezei în ameliorarea culturilor include două momente esențiale: i) 

inducerea mutanților individuali și ii) selectarea plantelor sau liniilor cu trăsături îmbunătățite 

pentru programele de ameliorare [248]. 

Potrivit rezultatelor obținute la toate genotipurile luate în cercetare: Ingen 33, Ingen 35, 

Ingen 93, Colina, 188TR 5021, LT 76872, Rodlen și CAD 2/917 s-a remarcat o reacție specifică 

la acțiunea culturii in vitro în complex cu radiația gama, evidențiindu-se somaclonele 

genotipurilor Ingen 33, Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021 și CAD 2/917. 

Analizând regeneranții SC0 după caracterul talia plantei, la genotipul CAD 2/917 s-a 

atestat că radiația a avut un efect stimulator asupra valorii medii, talia plantelor constituind 150 

cm. Considerăm că aceste somaclone prezintă un interes mai limitat pentru amelioratori din 

considerente că aceste plante sunt sensibile la cădere. Este important de remarcat faptul că 

polignirea paiului micșorează cantitatea de producție, favorizează atacul de boli, afectează 

maturitatea uniformă a boabelor și împieducă recoltarea mecanizată [225]. 

În rezultatul evaluării caracterului numărul de boabe per spic s-a remarcat că somaclonele 

genotipul Ingen 35 și Ingen 93 au format 11 - 14 boabe per spic, constituind valori medii mai 

mari față de alte genotipuri. 

Prin urmare, pentru cercetările ulterioare a somaclonelor SC1 și SC2 au fost selectate 

următoarele genotipuri de triticale: Ingen 35, Ingen 93 (soiuri de selecție locală) și soiul 188TR 

5021 (soi polonez). 

 

Concluzii la capitolul 3 

1. S-a selectat și optimizat un mediu comun pentru inducerea calusogenezei din 

diferite tipuri de explante (embrioni maturi, frunză). S-a stabilit, că mediul de cultură MS 

suplimentat cu reglatori de creştere 2,4-D (2,5 mg/l) şi kinetină (0,2 mg/l) a determinat rata de 

proliferare sporită (90 - 95%) a celulelor calusale la genotipurile de triticale analizate, ce a 

permis formarea preponderență a calusului compact, globular de culoare verde (tip I). 

2. Frecvența calusogenezei a variat în funcție de genotip și mediul de cultură, 

diferențele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Puterea de influență a mediului de cultură fiind 

maximă și constituie 34,91%, genotipul reprezintă o sursă de variaţie de 9,3% iar interacţiunea 

genotip – mediu 16,46%.  
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3. Interacțiunea factorilor „vârsta explantului” – „genotip” denotă o influenţă 

semnificativă P ≤0,001 în stabilirea unui răspuns calusogenetic pozitiv la condițiile de cultivare 

in vitro. Frecvenţa calusogenezei pentru calusurile iniţiate din limb foliar, a atins cota maximă la 

a 2-a zi de cultivare (78,63%) și s-a atestat la segmentele bazale. Valorile cele mai mari s-au 

înregistrat pentru genotipurile CAD 2/917 (89,12%), LT 76872 (81,32%), Ingen 35 (80,67%), 

Rodlen (80,19%), cele mai mici valori s-au stabilit la Colina (69,56%). Aplicarea testului 

ANOVA a stabilit, că frecvența calusogenezei este determinată de vârsta explantului (70,64%), 

genotip (6,68%) și interacţiunea „genotip” – „vârsta explantului” (0,94%). 

4. Rezultatele analizei comparative a capacității calusogenezei pentru explantele 

analizate au evidențiat, că utilizarea embrionilor maturi de triticale este mai eficientă decât 

utilizarea fragmentelor de limb foliar și a însușirilor prioritare în dependență de genotip. 

5. Regenerarea de plantule pe mediul MS suplimentat cu AIA (0,5 mg/l) şi BAP 

(1mg/l) a înregistrat, la nivelul explantelor o rată de proliferare a zecilor de lăstari/explant. 

Frecvenţa regenerării lăstarilor per calus embriogen a fost de 17,27 - 43,28%. Cea mai sporită 

proliferare de lăstari se evidențiază la genotipurile Ingen 33 de 9 lăstari/explant, Colina – 10 şi 

CAD 2/917 – 13,66 lăstari formaţi. Analiza dispersională a rezultatelor obţinute, denotă o 

influenţă semnificativă a genotipului asupra capacității de regenerare a lăstarilor per explant, 

puterea de influență constituind 73,17% cu diferenţe semnificative pentru P≤0,05. 

6. Înrădăcinarea in vitro şi elongarea lăstarilor a fost indusă pe mediu nutritiv MS 

suplinit cu auxina ANA în concentraţie de 1 mg/l. Rata medie de înrădăcinare a lăstarilor 

constituie 72,39%. Aclimatizarea regeneranților înrădăcinați in vitro au manifestat capacitate 

diferită de adaptare, valoarea medie fiind de 62,42 % la toate genotipurile. 

7. S-a stabilit că activitatea mitotică a celulelor calusale in vitro este dependentă de 

genotip, indicele mitotic constituind 13,58 - 55,04% în toate fazele diviziunii mitotice la 

genotipurile: Ingen 35, Ingen 93, Colina, 188TR 5021, Rodlen și CAD 2/917. S-a constatat, că 

cultura in vitro în celulele calusale induce mutații în anafază – telofază de tipul: celule 

binucleate, aranjare ciclică a cromozomilor, fragmente cromozomiale punctiforme ce derivă din 

instabilităţile mitozei şi care pot fi transmise regeneranților. 

8. S-au stabilit dozele stimulatoare și inhibitoare a razelor gama asupra embrionilor 

maturi de triticale pentru inducerea calusogenezei, morfogenezei și regenerării de plantule, 

cuprinse în diapazonul 50-250Gy. S-a constatat că radiațiile gama în limitele dozelor 50-15 Gy a 

avut un efect stimulator asupra frecvenței calusogenezei, morfogenezei și regenerării în 

comparație cu martorul, semnificative la nivel de 95 - 99,9%. Expunerea la dozele de 200-250Gy 
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au avut efect inhibitor asupra creșterii calusului, formării zonelor morfogene, calusul 

necotizându-se pe parcursul subcultivării, diferențele fiind semnificative la nivel de 99 - 99,9%. 

9. Doza de radiație 150 Gy a prezentat cel mai eficace efect în stimularea acumulării 

biomasei calusale (confirmată cantitativ) în comparație cu martorul, morfogenezei și regenerării 

de lăstari. Genotipul, doza de radiație, cât și interacțiunea genotip – radiație au avut un rol 

semnificativ (P<0,05; 0,001), puterea de influență majoră fiind atribuită genotipului (49,35%). 

10. Somaclonele SC0 derivate din cultura de embrioni maturi supuși iradierii gama au 

prezentat diferite trăsături morfofiziologice (talia plantei, lungimea spicului principal și numărul 

de boabe per spic), frecvența și spectrul de variație al cărora au fost specifice fiecărui genotip 

luat în studiu. 
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4. ASPECTE GENETICE A GENOTIPURILOR DE TRITICALE OBȚINUTE 

PRIN MUTAGENEZA FIZICĂ ȘI CULTURA IN VITRO  

Îmbunătățirea multor trăsături agronomice, inclusiv a calității cerealelor, necesită ca 

variabilitatea lor genetică să fie separată de influențele non-genetice. Timp de mulți ani, 

obiectivul principal al programelor de ameliorare a fost înlocuirea soiurilor tradiționale cu soiuri 

moderne cu randament ridicat și rezistență la boli, ceea ce a condus la o reducere a diversității 

genetice, în principal caracteristicile de calitate și însușirilor nutriționale [180]. 

Mutageneza este utilizată pe scară largă pentru a crește randamentul, dar mai puțin pentru 

a crește valoarea nutrițională [248]. În special, soiurile mutante nu sunt recunoscute ca 

organisme modificate genetic și sunt distribuite pe scară largă în toate țările fără scepticism 

public sau restricții suplimentare de reglementare. Progresele în biologia moleculară au avansat 

foarte mult selecția mutațiilor, făcând-o mai eficientă decât se credea anterior [77]. 

Diversitatea genetică poate fi estimată, folosind trăsăturile morfologice. Dezvoltarea 

continuă și disponibilitatea unor noi resurse genetice sunt esențiale pentru îmbunătățirea 

soiurilor, iar pentru diferențierea genotipurilor poate fi utilizată caracterizarea fenotipică [351].  

 

4.1. Evaluarea caracterelor biomorfologice la somaclonele de triticale obținute din 

embrioni iradiați cu raze gama  

Somaclonele, obținute prin cultura in vitro, posedă un spectru larg de variație a 

caracterelor morfologice și biochimice, ceea ce confirmă eficiența folosirii culturii de calus în 

inducerea variabilității, prin obținerea somaclonelor ce prezintă interes agronomic [245; 277; 

282; 350]. 

Cercetările, privind inducerea variabilității genetice in vitro, prin aplicarea radiațiilor 

gama, au atestat schimbări în procesul de calusogeneză, morfogeneză și asupra frecvenței 

aparițiilor mutațiilor la diferite plante, inclusiv triticale [7]. Din surse bibliografice, sunt 

cunoscute avantajele variației somaclonale și mutagenezei. În majoritatea cazurilor, variația 

somaclonală la diferite specii de plante a fost determinată pe baza caracterelor morfologice și 

fiziologice [228]. Eficiența radiației gama în calitate de inductor al variațiilor genetice la orz a 

fost confirmată prin crearea soiurilor mutante cu proprietăți net superioare ce țin de 

productivitate, calitate, arhitectura plantei și rezistența la diferite boli [15]. 

Prin urmare, prezintă interes evaluarea acțiunii culturii in vitro separate și în comun cu 

radiația gama în calitate de modificatori genetici asupra caracterelor agro-morfologice la 

somaclonele de triticale. În timpul perioadei de vegetație, plantele trec prin mai multe etape 
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(faze) bine definite, care se manifestă prin modificări ale aspectului exterior datorită formării și 

creșterii diferitor organe: frunze, tulpini, inflorescențe [17]. 

În rezultatul observărilor efectuate asupra fazelor de vegetaţie a plantelor de triticale 

conform scării Zadocks s-a evidenţiat, că toate plantele de triticale se aflau la aceeaşi fază de 

vegetaţie, dar la diferite stadii de vegetaţie. Acest decalaj între stadiile de vegetaţie s-a păstrat şi 

la faza de vegetaţie: Formarea boabelor și maturitatea în lapte și Maturitatea în ceară. 

În rezultatul evaluării s-au remarcat variaţii ale stadiilor de vegetaţie în cadrul acestei faze 

cu 1 - 2 stadii mai avansate, astfel SC1 obținute in vitro și varianta martor 188TR 5021 se aflau la 

stadiile 73 - 75 conform scării Zadocks, ce corespunde cu începutul maturităţii şi maturitate în 

lapte, iar SC1 188TR 5021 iradiate la stadiul 83 (începutul maturităţii în ceară). Somaclonele 

Ingen 93, obținute in vitro se aflau la stadiul 71 - 73 (bob apos, începutul maturității în lapte), pe 

când SC1 iradiate și martorul erau la stadiul 77, sfârșitul maturității în lapte (Figura 4.1). 

 

Fig. 4.1. Variantele experimentale a genotipului Ingen 93 la diferite faze de vegetație:  

A – martor; B – iradiere; C – cultura in vitro. 

De rând cu aceasta s-a atestat variaţia morfologică – culoarea spicului, spic steril s-au 

observat plante pitice şi semipitice la somaclonele iradiate 188TR 5021, comparativ cu forma 

martor din aceeaşi combinaţie. Pentru somaclonele Ingen 93, obținute prin cultura in vitro, s-a 

atestat că frunza steag este mai lată și mai mare, de culoare verde, iar la martor culoarea frunzei 

fiind verde-albăstruie, ceroasă și de dimensiuni mai mici. Plantele au fost colectate în faza de 

vegetaţie: Maturitatea deplină, stadiul de vegetaţie: Semințe ieșite din repausul germinativ 

secundar (99).  

Pentru aprecierea varialibității somaclonale au fost evaluați parametrii morfologici 

precum: talia  plantei, lungimea spicului principal și ultimului internod, numărul fraților fertili și 
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internodurilor per plantă, numărul boabelor per spic, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe 

[80]. În rezultatul evaluărilor biomorfologice s-a atestat variație semnificativă a valorii medii a 

caracterelor agro-morfologice la somaclonele de triticale, la nivel de 95 - 99,9% și au depins de 

genotip, factorii luați în studiu și indicele analizat (Anexa 4). 

Talia plantei este un parametru important pentru dezvoltarea plantei. Cele mai multe 

soiuri de triticale sunt cu tulpină lungă și predispuse la polignire. Datele literaturii sugerează că 

înălțimea de peste 91cm a plantulelor condiționează o predispoziție la cădere [358]. Polignirea 

micșorează cantitatea de producție, favorizează atacul de boli, afectează maturitatea uniformă a 

boabelor și împiedică recoltarea mecanizată [225]. 

Valorile medii ale caracterului talia plantei variază pentru somaclonele SC1 obținute prin 

cultura in vitro și este dependentă de genotip (Figura 4.2). 

 

Fig. 4.2. Variația caracterului talia plantei la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: *** – semnificativ pentru P<0,001 

 

Astfel, la genotipurile Ingen 93 (in vitro) și Ingen 35 (in vitro) s-au constatat valori medii 

mai mari față de martor (cu 13,49 - 13,89%) (Figura 4.3). Valoare maximă a caracterului talia 

plantei (116,33 cm) a prezentat genotipul Ingen 93 (in vitro), diferențele fiind semnificative la 

nivel de 99,9%.  
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Fig. 4.3. Caracterul talia plantei la somaclonele SC1 a genotipului Ingen 35: A – martorul;  

B – varianta iradiată; C – varianta in vitro. 

La variantele iradiate cu raze gama s-au înregistrat valori medii mai mici față de martor 

pentru toate genotipurile cu 9,98 - 31,36 %. Deci, radiația gama a avut efect inhibitor asupra 

caracterului talia plantei pentru toate somaclonele studiate. Cele mai mici valori s-au înregistrat 

la genotipul 188TR 5021 (RAD), constituind 79,38 cm. Aceste somaclone s-au evidențiat prin 

talia plantei, obținându-se somaclone pitice și semipitice (Figura 4.4). Coeficientul de variație a 

caracterului talia plantei a atins valori mici și medii (4,57 - 15,68%), indicând stabilitate. 

 

Fig. 4.4. Caracterul talia plantei la somaclonele SC1 a genotipului 188TR 5021: A – martorul;  

B, C – variantele iradiate; B – semipitice; C – pitice; D – variantele obținute in vitro. 

 

De asemenea, s-a înregistrat micșorarea valorilor medii a caracterului numărul de frați 

fertili per plantă cu 18,06 - 79,17% față de martor, pentru genotipurile Ingen 93 (in vitro) și 188 

TR 5021 (in vitro). Cea mai mică valoare a mediei caracterului frați fertili per plantă (0,5), s-a 
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estimat pentru genotipul 188TR 5021 (in vitro), fiind semnificativă la nivel de 99,9%, probabil 

se datorează specificului impactului condițiilor in vitro. Pentru celelalte genotipuri s-a constatat o 

micșorare ușoară a valorilor medii, nesemnificativă în comparație cu martorul, pentru toți factorii 

luați în studiu (Figura 4.5). Pentru caracterul numărul de frați fertili per plantă, coeficientul de 

variație este mare (39,97 - 114,47%), ceea ce atestă o variație puternică. 

 

 

Fig. 4.5. Variația caracterului numărul de frați fertili per plantă la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: *, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,001. 

 

În rezultatul analizei datelor obținute pentru caracterul lungimea spicului principal s-a 

evidențiat reacție specifică pentru fiecare genotip. S-au constatat valori medii mai înalte cu 9,37- 

13,29% pentru genotipurile Ingen 93 (in vitro, RAD) și Ingen 35 (in vitro), diferențele fiind 

semnificative la nivel de 99,9% în comparație cu martorul, iar pentru genotipul 188TR 5021 

(RAD) media s-a redus cu 8,39% în comparație cu martorul, semnificativă la nivel de 95% 

(Figura 4.6).  

 

Fig. 4.6. Caracterul lungimea spicului principal la somaclonele SC1 genotipul 188TR 5021:  

A – martorul; B – varianta in vitro; C – varianta iradiată, sterilă. 
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Cea mai înaltă valoare a caracterului lungimea spicului (12,7 cm) s-a înregistrat pentru 

somaclonele Ingen 35 (in vitro). Coeficientul de variație a acestui indice a constituit 8,11 - 

14,54%, ceea ce corespunde cu un nivel mic și mediu de variabilitate (Figura 4.7). 

 

Fig. 4.7. Variația caracterului lungimea spicului principal la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: *, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,001. 

În mod similar, la variantele supuse iradierii cu raze gama și obținute in vitro, s-au atestat 

valori mai mari a caracterului lungimea ultimului internod cu 4,33 - 17,80%, față de martor 

pentru genotipurile Ingen 93 (RAD, in vitro) și Ingen 35 (in vitro). Cele mai mici valori medii a 

înregistrat genotipul 188TR 5021, constituind 21,17 cm, (RAD) respectiv 27,54 cm, (in vitro), 

fiind semnificative la nivel de 99,9% (Figura 4.8). 

 

 

Fig. 4.8. Variația caracterului lungimea ultimului internod la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: **, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,01; 0,001. 
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Principalele caractere ce determină productivitatea plantei și capacitatea de concurență a 

unui genotip față de celelalte genotipuri sunt: numărul de boabe, greutatea boabelor per spic și 

masa a 1000 boabe. Ereditarea acestor caractere, după datele studiului bibliografic, spre 

deosebire de caracterele calitative sunt controlate poligenic, fiecare genă fiind în dependență de 

acțiunea și interacțiunea ei cu alte gene ce au efect aditiv la manifestarea caracterului [180]. 

Caracterul numărul de boabe per spic principal a indicat valori medii mai mari cu 

23,97%, față de martor la genotipul Ingen 93 (in vitro), semnificativ (95%). Aceste somaclone au 

înregistrat și cele mai mari valori (47,11) a caracterului respectiv. Efectul radiației gama s-a 

remarcat și asupra indicelui numărul de boabe per spic principal. S-au atestat diferențe 

semnificative (pentru P≤0,01; 0,001), cu 44,88 - 79,04% mai mici în comparație cu martorul 

pentru genotipul Ingen 35 (RAD) și 188TR 5021 (RAD, in vitro). Valoare cea mai mică (9,86) s-

a înregistrat la genotipul 188TR 5021 (RAD). Evaluarea variabilității caracterului numărul de 

boabe per spic principal a atestat o variație mare (24,00 - 86,71%) (Figura 4.9). 

 

Fig. 4.9. Variația caracterului numărul de boabe la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: *, **, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

Conform datelor din literatură greutatea boabelor corelează direct cu productivitatea. 

Mărimea și forma boabelor sunt caractere esențiale de reproducere, fiind cele mai stabile [180]. 

Valoarea medie pentru caracterul greutatea boabelor a înregistrat diferențe semnificative 

dintre variante la nivel de 95 - 99% la toate genotipurile în comparație cu martorul. Valori medii 

mai mici cu 21,38 - 79,17% față de martor, s-au stabilit la genotipurile Ingen 35 (RAD), Ingen 

93 (RAD) și 188TR 5021 (RAD, in vitro). Cea mai mare valoare a acestui caracter față de martor 

a fost remarcată pentru genotipul Ingen 93 (in vitro) și a constituit 27,58%. Coeficientul de 
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variație a atins valori mari (31,47 - 92,07%), ceea ce denotă o variabilitate mare a acestui 

caracter (Figura 4.10). 

 

Fig. 4.10. Variația caracterului greutatea boabelor la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: *, **, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

 

Analizând datele pentru caracterul masa a 1000 boabe la variantele iradiate cu raze gama, 

s-au înregistrat valori medii mai mici cu 21,15 - 32,34%, față de martor, pentru genotipul Ingen 

93, semnificativ la nivel de 99% (Figura 4.11). Cultura in vitro a cauzat modificarea valorii 

medii doar la genotipul 188TR 5021, fiind atestată,creșterea de 1,25 ori față de martor, 

semnificativă (95%). Coeficientul de variație a acestui indice a constituit 14,59 - 54,42%, ceea ce 

corespunde cu un nivel înalt de variabilitate. 

 

Fig. 4.11. Variația caracterului masa a 1000 de boabe la somaclonele de triticale (SC1). 

Notă: **, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,01; 0,001. 
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Analiza dispersională a rezultatelor obținute prin aplicarea testului ANOVA, denotă că 

asupra variației caracterelor cantitative la somaclonele de triticale SC1 o contribuție 

semnificativă (la nivel de 95 - 99,9%) o are genotipul, radiația, cultura in vitro precum și 

interacțiunea dintre genotip și factorii analizați (Anexa 5). 

Acțiunea maximală a manifestat-o interacțiunea genotipului cu factorii analizați fiind 

semnificative la nivel de 99 - 99,9%. S-a evidențiat interacțiunea genotipului cu cultura in vitro, 

puterea de influență a atins valori de la 5,87 - 45,32%, în dependență de caracter. Valorile cele 

mai înalte au fost înregistrate pentru caracterele: numărul de frați fertili (21,32%), lungimea 

ultimului internod (40,45%) și talia plantei (45,32%). Interacțiunea genotipului cu radiația în 

dependență de caracter a atins valori de la 3,64 - 41,62%. Cele mai mari valori sunt remarcate la 

caracterul lungimea ultimului internod, constituind 41,62%. Pentru caracterul masa a 1000 

boabe interacțiunea genotipului cu factorii analizați a avut valori atenuate (4,20 - 4,79%), dar 

semnificative la nivel de 99 - 99,9%. 

Influența genotipului este semnificativă la nivel de 95 - 99,9% pentru toate caracterele 

bio-morfologice studiate și a atins valori de la 3,27 - 30,77%. Cele mai înalte valori a acestui 

indice au fost remarcate pentru caracterele: greutatea boabelor - 22,70% (cultura in vitro), talia 

plantei - 26,84% (RAD) și 28,74% pentru cultura in vitro. Puterea de influență maximală a 

manifestat-o genotipul pentru caracterul lungimea ultimului internod a somaclonelor obținute 

prin cultura in vitro, constituind 30,77%. 

Puterea de influență a radiației asupra caracterelor analizate este maximală pentru indicii: 

numărul de boabe (21,87%) și greutatea boabelor (20,52 %), fiind semnificative la nivel de 

99,9%. Cultura in vitro a avut impact semnificativ la nivel de 99,9% și a atins valori de la 2,44 - 

18,84%. Pentru caracterul numărul de frați fertili puterea de influență a constituit 18,84%. 

În rezultatul cercetărilor s-au evidențiat somaclonele (SC1) a genotipului Ingen 35 

(RAD), după valorile medii în comparație cu martorul, fiind determinate de 3 caractere 

biomorfologice: talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod. Pentru 

somaclonele (SC1) a genotipului Ingen 93 obținute in vitro, toate caracterele au avut valori mai 

mari decât martorul și varianta iradiată, semnificative (95 – 99,9%), iar pentru genotipul 188TR 

5021 (RAD), s-a stabilit o reducere semnificativă la nivel de 95 - 99,9% pentru toate caracterele 

cercetate în comparație cu martorul.  
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4.2. Analiza polimorfismului genetic al somaclonelor SC1 la triticale 

Crearea de noi soiuri la culturile agricole se bazează pe utilizarea variabilității genetice 

naturale sau create de om. Pentru a identifica și caracteriza diverse genotipuri prețioase pentru 

ameliorare sunt utilizate metode ce au ca scop obținerea de marcheri genetici. Ei pot fi 

morfologici, biochimici sau moleculari.  

Marcherii morfologici determină forma, culoarea sau unii componenți biochimici 

specifici, numărul lor fiind relativ mic. Odată cu dezvoltarea geneticii moleculare a apărut o 

clasă nouă de marcheri moleculari – fragmente de ADN, care corespund succesiunilor 

nucleotidice ce fac parte din structura genei valoroase sau corelează cu ea. Identificarea unei noi 

clase de marcheri genetici, respectiv a marcherilor moleculari, reprezintă un adevărat eveniment 

revoluţionar în metodologia de ameliorare a plantelor. Strategia utilizării marcherilor moleculari 

se bazează pe evidenţierea polimorfismului molecular, care la genomurile plantelor este datorat, 

în mare parte, variaţiei cantităţii de ADN repetitiv. Cele mai importante aplicaţii ale marcherilor 

moleculari în ameliorarea plantelor sunt reprezentate de selecţia asistată de marcheri, accelerarea 

backcrossului, detectarea diversităţii şi diferenţelor genetice dintre diferite populaţii [299]. 

Astfel, aplicarea marcherilor la nivel de ADN radical a modificat metodele de apreciere a 

variabilității genetice a plantelor, pașaportizarea și clasificarea soiurilor, cartarea și determinarea 

unor loci, responsabili de calitățile valoroase în ameliorare [79; 207; 255]. Marcherii la nivel de 

ADN pot fi utilizați în mod direct pentru analiza moleculară a genomului. Polimorfismul 

secvențelor de ADN poate fi detectat datorită diferențelor de situsuri de hibridare cu un primer 

arbitrar prin tehnicile MAAP (Multiple Arbitrary Amlicon Profiling ADN): RAPD (Random 

Amplified Polymorphic ADN), AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR), DAF (ADN Amplification 

Fingerprinting). Aceste metode constau în realizarea unei reacții PCR pe ADN-ul studiat, 

utilizând un primer de secvență arbitrară. Tehnicile ce folosesc amorse arbitrare, în special 

RAPD, au obținut o răspândire largă, deoarece sunt rapide, necesită puțin ADN și fiind bazate pe 

PCR sunt mai simplu automatizate [319]. 

Tehnica RAPD cu succes este folosită în construcția hărților genetice, care permit 

identificarea și marcarea unor caractere calitative și cantitative prețioase și în identificarea 

marcherilor asociați cu rezistența plantelor la diverse boli și dăunători [13; 241]. Dar cel mai 

mult această tehnică este folosită cu scopul de a detecta un polimorfism de secvență a ADN-ului 

genomic [14; 326].  

Așadar, marcherii moleculari reprezintă un instrument efectiv în studiul genetic al 

plantelor, simplificând mult cercetarea naturii genelor clasice, locilor caracterelor cantitative, 

cartarea genelor, transferul de genelor în alte forme de plante cu crearea de noi soiuri de culturi 
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cerealiere, leguminoase, fructifere. Dar utilizarea practică a marcherilor moleculari pentru 

crearea soiurilor noi înalt productive de culturi cerealiere încă nu e aplicată pe larg. 

Cercetările efectuate în ultimii ani sunt importante prin obţinerea şi studierea soiurilor noi 

de triticale, care sunt cu mult mai productive şi rezistente, decât formele parentale. Din an în an 

aceste soiuri sunt răspândite mai larg în agricultura ţării noastre şi sunt folosite cu succes atât în 

alimentaţia umană, cât şi a animalelor. Aceasta dictează necesitatea efectuării studiilor genetice 

de pașaportizare a genotipurilor, identificarea marcherilor moleculari asociați cu caractere 

valoroase. O sarcină actuală rămâne a fi sporirea genofondului de culturi cerealiere în vederea 

diversificării formele și obținerii de noi genotipuri. 

În cadrul acestui studiu a fost efectuată analiza variabilității genetice la somaclonele a 3 

genotipuri de triticale (Ingen 35, Ingen 93 și 188TR 5021) prin utilizarea 12 primeri decameri 

RAPD. În baza acestor genotipuri au fost create variantele experimentale: in vitro (IV) și iradiat, 

precum și martorul (M), care reprezintă formele inițiale. 

Rezultatele au pus în evidenţă diversitatea amprentelor molecular-genetice în funcţie de 

genotip și primerul utilizat [81]. Analiza produselor de amplificare cu primerul OPA11 a 

evidențiat 5 fragmente nucleotidice cu dimensiunea cuprinsă între 477 - 855 pb (perechi de baze) 

(Figura 4.12, A). Genotipurile investigate, cât și formele acestora au prezentat aceleași spectre 

moleculare (din 5 benzi) cu excepția Ingen 35 M care s-a caracterizat printr-un spectru diferit (4 

benzi). Astfel, primerul a generat 4 fragmente comune pentru toate genotipurile și unul polimorf 

(546 pb) care lipsește la Ingen 35 M. 

  

Fig. 4.12. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPA11 (A) 

și OPB14 (B). 
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 

93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

La genotipurile de triticale au fost evidențiate 6 fragmente de ADN prin genotiparea 

RAPD cu OPB14 (Figura 4.12, B). Lungimea secvențelor a variat de la 320 pb la 1671 pb. În 

amprenta electroforetică la forma Ingen 93 in vitro au lipsit ampliconii de 320, 407, 464 și 1671 
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pb. Prin urmare, OPB14 a identificat 2 fragmente comune, care se și întâlnesc cu cea mai mare 

frecvenţă fiind prezente la toate probele studiate, și 4 – polimorfe.  

Rezultate similare s-au observat și în cazul oligomerului OPC05 (Figura 4.13, B), care a 

determinat amplificarea unui singur profil molecular pentru majoritatea genotipurile, excepție 

fiind Ingen 93 IV care a prezentat un alt profil. În total, pentru acest primer, au fost identificate 9 

secvențe nucleotidice cu un interval de amplificare între 372 - 1251 pb. Printre benzile obținute, 

în funcție de frecvența răspândirii, s-au depistat 3 benzi comune și 4 polimorfe. Cel mai mic 

număr de ampliconi a fost observat la Ingen 93 IV (5) comparativ cu celelalte genotipuri și 

forme, toate înregistrând același profil molecular din 7 ampliconi. Astfel, la Ingen 93 IV au lipsit 

fragmentele: 372, 543, 617 și 737 pb. Același genotip, Ingen 93 IV, s-a remarcat și prin prezența 

a 2 ampliconi specifici: 692 și 863 pb.  

OPB12 se numără printre primerii utilizați în studiul de față cu cele mai multe benzi și 

profile moleculare amplificate (Figura 4.13, A). Analizând cele 5 profile moleculare identificate 

se poate observa similaritatea dintre formele iradiate Ingen 35 IR și Ingen 93 IR, 188TR 5021 IV 

și 188TR 5021 IR. De asemenea, în baza genotipării cu OPB12, s-a atestat o diferențiere 

pronunțată între amprentele moleculare ale formelor martor și formele in vitro/iradiat. Au fost 

obținuți în total 16 ampliconi cu masa moleculară cuprinsă între 320 - 1764 pb, dintre care 7 

comuni și 9 polimorfi. Ampliconi specifici pentru o singură probă de triticale nu au fost 

identificați însă s-a depistat un fragment de 1150 pb care a fost amplificat în cazul genotipului 

188TR 5021 (formele martor și iradiat) diferențiind-ul de celelalte genotipuri. OPB12 a prezentat 

cele mai multe benzi în spectrele electroforetice la 188TR 5021 M și 188TR 5021 IR (15) și cele 

mai puține la Ingen 35 IR (11). Astfel, la 188TR 5021 M și 188TR 5021 IR a lipsit din profilul 

molecular RAPD fragmentul de dimensiunea 606 pb.  

  

Fig. 4.13. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPB12 (A) 

și OPC05 (B).  
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 93, 

188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 
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Analiza fragmentelor RAPD amplificate cu oligomerul OPC07 (Figura 4.14, A) a scos în 

evidență rezultate asemănătoare cu cele descrise la OPB12. OPC07 a generat 16 ampliconi cu 

dimensiuni încadrate într-un interval larg de amplificare precum 295 - 2891 pb. Studiul 

amprentelor moleculare obținute cu OPC07 a stabilit 4 profile moleculare diferite. În baza 

acestor profile s-a constatat o discriminare între formelor martor și cele in vitro/iradiat, cu 

excepția genotipului 188TR 5021 pentru care s-au dovedit a fi identice. Genotipul 188 TR 5021 

s-a remarcat și prin cele mai puține fragmente amplificate (11) pentru toate formele. Printre 

fragmentele ADN identificate cu OPC07 au fost depistate 7 fragmente comune, 7 polimorfe și 2 

specifice. Forma in vitro a genotipului Ingen 93 s-a caracterizat prin prezența unui spectru 

molecular diferit față de toate celelalte forme studiate (Figura 4.14, A) și prin prezența a 2 benzi 

specifice (1353 și 1500 pb). Astfel, acest primer a contribuit major în diferențierea genetică a 

formei Ingen 93 IV. 

Primerul OPD07 a amplificat 8 fragmente ADN (Figura 4.14, B) cu diferite concentrații 

(intensitate în spectru electroforetic), majoritatea dintre ele fiind depistate la toate probele PCR, 

determinând un polimorfism scăzut la triticalele investigate. Dimensiunea ampliconilor a variat 

între 272 - 1730 pb. Deci, au fost identificate 6 fragmente comune, unul polimorf și unul specific 

pentru Ingen 93 IV (1443 pb). OPD07 a determinat prezența a 2 profile moleculare, unul fiind 

comun pentru toate genotipurile iar unul caracteristic pentru Ingen 93 IV cu același număr de 

ampliconi (7) dar diferit după masa moleculară. Astfel, în amprenta electroforetică a Ingen 93IV 

a lipsit fragmentul 430 pb însă a fost depistat un fragment unic.  

  

Fig. 4.14. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPC07 (A) 

și OPD07 (B).  
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 

93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

Analiza produselor de amplificare cu primerul OPE17 a scos în evidență 6 secvențe 

nucleotidice cu masa moleculară cuprinsă între 656 și 4000 pb (Figura 4.15, A). Genotipurile 

investigate au prezentat același profil molecular (din 6 fragmente) cu excepția 188TR 5021 IR 
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care s-a caracterizat printr-un profil diferit (5 fragmente). Astfel, primerul a identificat 5 

fragmente comune pentru toate genotipurile și unul polimorf (4000 pb) care lipsește la 188TR 

5021 IR.  

OPF08 a determinat amplificarea unui număr mai mare de fragmente, comparativ cu alți 

decameri (Figura 4.15, B). Au fost depistate 11 fragmente ADN cu o lungime care variază între 

409 - 1962 pb. Frecvența acestora în cadrul genomurilor analizate este mare, 9 fragmente fiind 

comune iar 2 polimorfe. Studiul fiecărui spectru electroforetic separat a evidențiat profile 

moleculare similare cu mici excepții.  

 

  

Fig. 4.15. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPE17 (A) 

și OPF08 (B).  
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 

93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

Număr maxim de ampliconi (11) a fost observat la formele de triticale Ingen 35 IV și 

Ingen 35 IR prezentând un profil identic. Un alt profil se întâlnește la formele genotipului Ingen 

93 și 188TR 5021 M, 188TR 5021 IV, în componența căruia sunt 10 ampliconi, lipsind cel de 

754 pb. La genotipul Ingen 35 M lipsește fragmentul de 907 pb. Număr minim de ampliconi (9) 

a fost constatat la 188TR 5021 IR, la care nu au fost amplificate secvențele de 754 și 907 pb.  

Același număr de benzi electroforetice ca și în cazul OPF08 au fost stabilite și cu 

primerul OPG06 (Figura 4.16, A). Printre cele 11 fragmente identificate, 9 s-au demonstrat a fi 

comune, un fragment polimorf (778 pb) și unul specific pentru 188TR 5021 M (961 pb). Masa 

moleculară a fragmentelor nucleotidice a variat de la 429 până la 1513 pb. Ampliconul de 778 pb 

nu s-a depistat în spectrele formelor iradiate la toate genotipurile investigate și, de asemenea, la 

188TR 5021 M. Astfel, formele iradiate ale genotipurilor de triticale, în baza genotipării cu 

OPG06, s-au caracterizat prin cele mai puține fragmente ADN (9) în profilul lor electroforetic 

comparativ cu formele martor și in vitro (10).  
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Fig. 4.16. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPG06 (A) 

și OPG10 (B). 
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 

93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

 

OPG10 este următorul primer care a generat per total 11 ampliconi cu lungimea acestora 

cuprinsă între 418 și 2420 pb (Figura 4.16, B). Profilele moleculare sunt similare între genotipuri 

cu unele excepții pentru 188TR 5021. În profilul electroforetic al formelor genotipului 188TR 

5021 a fost identificat fragmentul de 578 pb care lipsește la celelalte probe. Astfel, rezultatele 

amplificării cu acest primer a diferențiat genotipul 188TR 5021 de Ingen 35 și Ingen 93. În 

același timp, s-a observat diferențe în profilul molecular al formei 188TR 5021 IV la care nu au 

fost depistate fragmentele de 1237, 1366 și 2420 pb. Frecvența răspândirii ampliconilor generați 

de OPG10 a scos în evidență 7 ampliconi comuni și 4 polimorfi, relevând un polimorfism 

moderat. 

Electroforegrama obținută în urma amplificării cu primerul OPH15 (Figura 4.17, A) a pus 

în evidenţă 7 fragmente, dintre care 5 comune și 2 polimorfe. Dimensiunea fragmentelor este 

cuprinsă în intervalul de 704 - 1674 pb. Investigarea profilelor moleculare individuale a 

evidențiat genotipul Ingen 93 IV cu cel mai mare număr de ampliconi (7). La celelalte genotipuri 

numărul de ampliconi variază între 5-6 fragmente nucleotidice. 

Oligomerul OPI16 a evidențiat un polimorfism pronunțat între genotipurile de triticale 

investigate. Astfel, doar 3 fragmente din 8 identificate per total (Figura 4.17, B) au determinat o 

frecvență înaltă de răspândire în genomul formelor studiate (comune) și 5 fiind polimorfe. 

Lungimea ampliconilor obținuți a variat între 455 și 2478 pb.  
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Fig. 4.17. Spectrele electroforetice ale fragmentelor ADN amplificate cu primerul OPH15 (A) 

și OPI16 (B). 
M – marcher molecular (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, pb – perechi de baze); genotipuri: Ingen 35, Ingen 

93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

Tabelul 4.1. Particularități ale primerilor RAPD analizați la formele de triticale 

Primer 
Lungimea 

(pb) 

Numărul fragmentelor Polimorfism 

(%) 
PIC 

Total comune polimorfe specifice 

OPA11 477-855 5 4 1 - 20,00 0,04 

OPB14 320-1671 6 2 4 - 66,67 0,25 

OPC05 372-1251 9 3 4 2 66,67 0,37 

OPB12 320-1764 16 7 9 - 56,25 0,30 

OPC07 295-2891 16 7 7 2 56,25 0,39 

OPD07 272-1730 8 6 1 1 25,00 0,22 

OPE17 656-4000 6 5 1 - 16,67 0,04 

OPF08 409-1962 11 9 2 - 18,18 0,15 

OPG06 429-1513 11 9 1 1 18,18 0,21 

OPG10 418-2420 11 7 4 - 36,36 0,17 

OPH15 704-1674 7 5 2 - 28,57 0,33 

OPI16 455-2478 8 3 5 - 62,50 0,49 

Total/Media 272-4000 114 67 41 6 39,28 0,25 

Notă: pb – perechi de baze; PIC – conținutul informației polimorfe (Polimorphic Information Content). 

 

Au fost observate fragmente specifice atât pentru o singură formă, cât și pentru un 

genotip. În amprenta moleculară a 188TR 5021 IV a fost amplificat fragmentul specific de 455 

pb. De asemenea, s-au remarcat formele genotipului Ingen 35 IV și Ingen 35 IR prin prezența 

fragmentului de 1342 pb iar 188TR 5021 IV și 188TR 5021 IR – 1834 pb. Numărul benzilor 

electroforetice în profilele moleculare a variat de la 3 (la Ingen 93 IV și 188TR 5021 M) la 6 (la 

Ingen 35 IV și 188TR 5021 IV). 

Studiul variabilităţii genotipurilor de triticale în baza a 12 primeri RAPD a evidențiat 

prezenţa a 114 fragmente amplificate (Tabelul. 4.1), dintre care 67 s-au dovedit a fi comune și 41 

polimorfe, relevând un polimorfism destul de pronunțat de 39%. Dimensiunea produselor PCR a 

variat între 272 și 4000 pb. Primerul OPE17 a înregistrat cel mai larg interval de valori a masei 



112 
 

moleculare (3344 pb) iar OPA11 cel mai îngust (378 pb), însă ambii oligomeri au amplificat un 

număr mic de fragmente (6 și 5, respectiv) cu un polimorfism moderat de 17 și 20%, respectiv. 

Ampliconii obținuți de fiecare primer individual a variat de la 5 (OPA11) la 16 (OPB12, 

OPC07). Amorsele OPB12, OPC07, OPF08, OPG06, OPG10 s-au remarcat prin cel mai mare 

număr de ampliconi generați la formele de triticale analizate (Tabelul 4.1). Numărul variat de 

benzi polimorfe (de la 1 la 9) în dependență de primer a determinat un nivel, la fel, diferit de 

polimorfism (17 - 67%). Astfel, 8 oligomeri dintre cei 12 studiați au pus în evidență un 

polimorfism cu un nivel moderat pentru OPD07 (25%), OPH15 (29%), OPG10 (36%), și un 

nivel înalt în cazul OPB12 (56%), OPC07 (56%), OPI16 (63%), OPB14 (67%) și OPC05 (67%). 

Cei 8 primeri enumerați mai sus se caracterizează și printr-o putere de discriminare a 

formelor de triticale analizate în baza indicelui PIC (conținutul informației polimorfe) care a 

cuprins valori între 0,17 (OPG10) și 0,49 (OPI16). Analiza polimorfismului secvențelor 

nucleotidice a scos în evidență și amorsa OPG06 cu un indice PIC de 0,21. Pentru sistemul de 

primeri utilizat indicele PIC a înregistrat de la cele mai mici valori de 0,04 pentru OPA11 și 

OPE17 până la cele mai mari valori de 0,49 în cazul OPI16.  

Primerii studiați au diferențiat genotipurile și în baza ampliconilor specifici identificați. 

Din totalul a 6 fragmente constatate în profilele electroforetice analizate cu 12 amorse RAPD, 

cele mai multe au fost relevate de primerii OPC05 (2) și OPC07 (2) urmați de OPD07 (1) și 

OPG06 (1). Generalizând rezultatele genotipării cu 12 primeri RAPD, s-au evidențiat 9 din 12 

oligomeri care în conformitate cu parametrii analizați au fost cei mai informativi în discriminarea 

formelor de triticale studiate. 

Analizând amprentele molecular-genetice în baza primerilor RAPD a formelor fiecărui 

genotip separat, au fost evidențiate un număr mai mare de fragmente la genotipul Ingen 93 (107), 

dintre care 80 – monomorfe şi 27 – polimorfe, indicând și cel mai mare polimorfism genetic de 

25%. Un număr proxim de fragmente (101) a fost descris și la formele genotipului 188TR 5021 

însă s-au caracterizat prin prezența mai multor benzi comune – 86, comparativ cu cele polimorfe 

– 15, identificând și cel mai scăzut nivel de polimorfism între genotipurile investigate, 15%. 

Analiza comparativă a spectrelor electroforetice obţinute la formele genotipului Ingen 35 a 

determinat prezența a 104 fragmente, printre care majoritatea sunt comune – 84, și mai puțin de 

jumătate sunt polimorfe – 20, cu un polimorfism de 19%.  

În același timp, analiza individuală a formelor a depistat cele mai multe fragmente 

specifice la genotipul Ingen 93 (12), urmat de Ingen 35 (7) și cele mai puține la 188TR 5021 (5). 

Astfel, primerii care au generat ampliconi specifici pentru o formă sau un genotip au determinat 

și un nivel de diferențiere genetică înalt: OPB12, OPB14, OPC05, OPC07, OPD07, OPG06, 
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OPH15 și OPI16. Din setul de decameri utilizați în cadrul acestui studiu în genotiparea formelor 

de triticale s-au distins 3 grupe care au o pondere mai mare în discriminarea și evidențierea unui 

polimorfism pronunțat pentru formele genotipului Ingen 35 (OPB12, OPB14, OPC07, OPH15 și 

OPI16), Ingen 93 (OPB12, OPB14, OPC05, OPC07, OPD07, OPH15 și OPI16) și 188TR 5021 

(OPB14, OPG06, OPG10, OPH15 și OPI16). 

În baza întregului set de date generat de 12 primeri RAPD, analizând formele 

genotipurilor studiate, cele mai variate profiluri electroforetice au fost constatate la genotipul 

Ingen 93 forma in vitro. De asemenea, această formă de triticale a prezentat 5 fragmente 

specifice, cu dimensiune diferită, în funcţie de oligomer. OPC05 și OPC07 au determinat 

prezența a două fragmente specifice (692, 863 pb, și 1353, 1500 pb, respectiv) urmate de OPD07 

cu un singur amplicon specific (1443 pb) (Tabelul 4.2). 

Fragmente specifice au fost identificate și la formele genotipului Ingen 35, puse în 

evidență de primerii OPF08 (754 pb) și OPI16 (1342 pb). Formele genotipului 188TR 5021 au 

relevat prezența a 5 ampliconi specifici, dintre care 3 au fost caracteristici genotipului fiind 

evidențiați de OPB12 (1150 pb), OPG10 (578 pb) și OPI16 (1834 pb), iar câte un fragment a fost 

identificat doar în profilurile formei 188TR 5021 M și 188TR 5021 IV generați de OPG06 (961 

pb) și OPI16 (455 pb), respectiv (Tabelul 4.2).  

 

Tabelul 4.2. Secvențe nucleotidice specifice identificate în baza analizei cu primeri 

RAPD la genotipurile de triticale 

Genotip/ 

formă 

Fragment specific (pb) 
Total 

formă genotip 

35M - 

OPF08754, OPI161342 2 35IV - 

35IR - 

93M - 

- 5 93IV 
OPC05692, OPC05863, OPC071353, 

OPC071500, OPD071443 

93IR - 

188M OPG06961 
OPB121150, OPG10578, 

OPI161834 
5 188IV OPI16455 

188IR - 

 

Analiza clusteriană în baza dendogramei (Figura 4.18) generată prin metoda UPGMA 

(indice de disimilaritate Jaccard) a determinat delimitarea genotipurilor de triticale și formele 

acestora în două clustere principale. S-a observat, că formele genotipurilor Ingen 35 și Ingen 93 

s-au grupat împreună, cu excepția formei Ingen 93 IV care înregistrează și cel mai mare indice 

de distanță genetică (0,26), fapt ce confirmă diversitatea accentuată în profilul genetic al acesteia 
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și prezența fragmentelor specifice. În cazul formelor genotipului 188TR 5021, care formează un 

alt cluster (II), s-a atestat o similaritate mai mare, în special între forma martor și iradiată (Figura 

4.18). Cea mai mică distanță genetică (0,05) s-a constatat între formele martor și iradiate ale 

genotipului Ingen 93, indicând asupra unui grad înalt de similaritate a profilurilor electroforetice 

după majoritatea amorselor RAPD.  

O diversitate pronunțată s-a evidențiat în baza analizei UPGMA între formele genotipului 

Ingen 35 care s-au inclus în grupul I. Printre acestea cea mai diferită genetic în baza primerilor 

RAPD studiați s-a dovedit a fi forma in vitro (Ingen 35 IV) cu un indice de distanță de 0,11. 

Generalizând rezultatele genotipării cu primerii arbitrari RAPD, s-au evidențiat 9 primeri 

(OPD07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 și OPC05) care în 

conformitate cu toți parametrii analizați (număr ampliconi total/ 6-16, polimorfi/ 1-9, PIC/ 0,17-

0,49), au fost cei mai informativi în discriminarea formelor de triticale studiate. 

 

Fig. 4.18. Gruparea formelor de triticale în baza genotipării RAPD prin analiza UPGMA. 

(Unweighted Pair Group Methodwith Arithmetic Mean)  
Notă: genotipuri: Ingen 35, Ingen 93, 188TR 5021; forme: martor (M), in vitro (IV), iradiat (IR). 

 

Au fost identificați și clasificați din setul total de primeri cei care au o pondere mai mare 

în discriminarea și evidențierea unui polimorfism pronunțat pentru formele genotipului Ingen 93 

(OPB12, OPB14, OPC05, OPC07, OPD07, OPH15 și OPI16), Ingen 35 (OPB12, OPB14, 

OPC07, OPH15 și OPI16) și 188TR5027 (OPB14, OPG06, OPG10, OPH15 și OPI16).  

Analiza polimorfismului genetic în baza primerilor utilizați a identificat o diversitate 

genetică mai mare la formele genotipului Ingen 93 (25% polimorfism) comparativ cu formele 

Ingen 35 (15%) și 188TR 5021 (19%). 
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A fost constatată o diferențiere genetică pronunțată în cazul spectrelor electroforetice ale 

formei Ingen 93 in vitro confirmată prin numărul de fragmente specifice (5) și cel mai mare 

indice de disimilaritate (0,26). 

Analiza comparativă a amprentelor genetice obținute a pus în evidență o variabilitate 

semnificativă la formele in vitro a genotipurilor studiate, concluzie demonstrată și de distanța 

genetică în baza indicelui Jaccard: Ingen 35 IV – 0,11; Ingen 93 IV – 0,26; 188TR 5021 IV – 

0,12; diferențiindu-le de formele martor și iradiate. 

 

4.3. Expresia caracterelor cantitative ale somaclonelor SC2 de triticale recuperate 

din variantele supuse iradierii și culturii in vitro 

Menținerea diversității genetice este esențială într-un program de ameliorare pentru a 

asigura o producție durabilă. Amelioratorii au valorificat pe scară largă variația genetică din 

diferite grupuri de gene pentru a îmbunătăți diversitatea genetică.  

Spectrul variabilităţii genotipice la plante este condiţionat nu numai de factorii de 

inducere şi metodele aplicate, dar şi de natura genetică a materialului iniţial. 

Evaluările fenologice comparative asupra fazelor de vegetaţie a somaclonelor SC2 de 

triticale au evidenţiat decalaj între stadiile de vegetaţie la faza de vegetaţie: Înspicat și Înflorire. 

În rezultatul evaluării s-au remarcat variaţii ale stadiilor de vegetaţie în cadrul acestei faze cu 1-2 

stadii mai avansate, astfel somaclonele Ingen 93 obținute in vitro și varianta martor Ingen 93 se 

aflau la stadiile 57 conform scării Zadocks, ce corespunde cu 60 % vizibile a inflorescenței, iar 

SC2  Ingen 93 iradiate la stadiul 59 (apariția completă a inflorescenței) (Figura 4.19 ). 

 

Fig. 4.19. Variantele experimentale a somaclonelor SC2 a genotipului Ingen 93 la diferite faze 

de vegetație: A – martor; B – iradiate; C – cultura in vitro. 
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Pentru genotipul 188TR 5021 s-au atestat deferențiere între fazele de vegetație. Varianta 

martor 188TR 5021, fiind la faza de vegetație Înflorire, stadiul de vegetaţie 69 (înflorire 

completă), somaclonele iradiate și obținute prin cultura in vitro 188TR 5021 s-au aflat la faza de 

vegetaţie Înspicat, stadiul de vegetație 53 - 55 (20 - 50% din inflorescențe vizibile) (Figura 4.20). 

 

Fig. 4.20. Variantele experimentale a somaclonelor SC2, genotipul 188TR 5021 la diferite faze 

de vegetație: A – înflorire completă (martor); B, C – faza de vegetație înspicat; B – iradiat; C – 

cultura in vitro. 

 

Instabilitatea genotipurilor obținute prin cultura in vitro este de natură genetică și/sau 

epigenetică, care poate genera variații somaclonale. Aceste variații includ modificări fenotipice 

care implică expresia unor gene specifice [115; 200]. 

Este cunoscut faptul, că cultura in vitro poate fi extrem de stresantă și induce efecte 

mutagenice asupra plantelor. 

Analizând trăsăturile morfologice ale spicului la variantele cercetate au fost evidenţiate 

unele variaţii morfologice ale spicului pentru somaclonele SC2, obținute prin cultura in vitro. 

Astfel, la genotipul Ingen 93 s-a atestat variaţia morfologică – spic ramificat și apariția 

spiculețelor secundare (Figura 4.21). Morfologia spicului (inflorescenței) cerealelor cu boabe 

mici, inclusiv triticale, este un factor cheie în determinarea randamentului de boabe. Pentru a 

produce soiuri cu cea mai eficientă producție de cereale în diferite medii, uniformitatea 

morfologiei spicului este cea mai importantă problemă [190]. 

Ulterior, au fost colectate plantele în faza de vegetaţie: Maturitatea deplină, stadiul de 

vegetaţie: Semințe ieșite din repausul germinativ secundar (99) și evaluaţi parametrii 

morfometrici ce prezintă interes agronomic. 
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Fig. 4.21. Variația morfologică a spicului la somaclonele SC2, genotipul Ingen 93: A – 

martor; B, C – variantele in vitro; B – spic ramificat; C – apariția spiculețelor secundare. 

 

Identificarea și evaluarea trăsăturilor agronomice și a caracterelor de producție sunt 

importante pentru clasificarea resurselor de germoplasmă și ameliorarea culturilor. Caracterele 

cantitative sunt determinate de multiple gene distribuite în genom, iar expresia valorică reflectă 

interacțiunile genice, dar și selecția individuală ca rezultat al interrelațiilor cu mediul. 

Similaritatea dintre indivizi după anumite însușiri depinde de gradul de înrudire și amplitudinea 

varianței genetice care stă la baza caracterului [1]. 

Pentru aprecierea varialibității somaclonale precum și varianta martor au fost evaluați un 

șir de parametrii morfologici: talia plantei, numărul de frați fertili, lungimea spicului, lungimea 

ultimului internod, precum și caracterele productivității (numărul de boabe per spic, greutatea 

boabelor și masa a 1000 boabe). 

În rezultatul evaluărilor biomorfologice s-a estimat variația semnificativă a valorilor 

medii a caracterelor agromorfologice la somaclonele SC2 de triticale, în dependență de genotip, 

factorii luați în studiu și caracterul analizat. 

Evaluarea gradului de variabilitate a caracterului numărul de frați fertili per plantă a 

evidențiat reacție specifică pentru fiecare genotip studiat, cât și a factorului luat în studiu, 

confirmând cele relatate de alți autori [161]. S-au constatat valori maxime pentru genotipurile 

Ingen 93(in vitro) cu 92% și 188TR (RAD) cu 85% în comparație cu martorul, diferențele fiind 

semnificative la nivel de 95 - 99,9%. Evaluarea gradului de variabilitate pentru caracterul 

numărul de frați fertili per plantă, a atestat o variație puternică (58,66 - 151,47%) (Tabelul 4.3). 
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Tabel 4.3. Variația caracterelor numărul de frați fertili, talia plantei, lungimea spicului 

principal și lungimea ultimului internod la somaclonele SC2 de triticale 

Caracterul 

/ Genotipul 

Numărul de frați 

fertili 
Talia plantei (cm) 

Lungimea spicului 

principal (cm) 

Lungimea ultimului 

internod 

 ± ES CV,%  ± ES CV,%  ± ES CV,%  ± ES CV,% 

Martor 

Ingen 35 

0,86±0,13 

 

84,26 75,93±2,04 

 

14,75 13,20±0,22 

 

9,14 26,16±0,91 

 

19,10 

RAD 

Ingen 35  

0,56±0,15 151,47 61,75±2,77 

*** 

24,61 12,43±0,36 

 

16,00 21,59±0,36 

** 

34,61 

In vitro  

Ingen 35  

0,9±0,16 

 

98,30 69,31±2,62 

 

20,73 13,75±0,38 

 

15,35 25,25±1,41 

 

30,70 

Martor 

Ingen 93 

0,76±0,12 

 

88,55 69,88±0,97 

 

7,62 13,21±0,11 

 

4,83 24,03±0,65 

 

14,95 

RAD 

Ingen 93 

0,95±0,21 

 

106,79 68,73±3,96 

 

27,63 12,73±0,38 

 

14,48 23,82±1,89 

 

38,09 

In vitro  

Ingen 93  

1,46±0,15 

*** 

58,66 79,11±1,38 

*** 

9,56 15,21±0,3 

*** 

10,97 25,61±0,63 

 

13,56 

Martor  

188TR5021 

0,6±0,12 

 

107,58 

 

69,82±2,57 

 

18,45 12,44±0,34 

 

13,74 24,3±1,28 

 

26,51 

RAD  

188TR5021 

1,11±0,15 

* 

72,05 82,5±3,21 

** 

20,26 15,03±0,42 

*** 

14,55 33,07±1,68 

*** 

26,40 

In vitro  

188TR5021 

0,96±0,18 

 

103,38 71,85±2,13 

 

16,29 14,53±0,36 

*** 

13,81 23,21±1,16 

 

27,43 

Notă: *, **, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

 

Caracterul talia plantei a indicat valori medii mai mari cu 13 - 18%, față de martor la 

genotipul Ingen 93 (in vitro) și 188TR (RAD) semnificative la nivel de 99 - 99,9%. Valoare 

maximă a caracterului talia plantei (82,5 cm) a prezentat genotipul 188TR (RAD). La varianta 

Ingen 35 iradiată cu raze gama s-au înregistrat valori medii mai mici față de martor cu 18,68 %. 

Aceste somaclone s-au evidențiat prin talia plantelor, media constituind 61,75 cm. Constatări 

similare sunt raportate de alți autori, inclusiv la triticale. Tulpina sau paiul de triticale constă din 

mai multe internoduri (de obicei 5-7) cu lungime crescândă spre vârf. De regulă, paiele au o 

lungime de 50 (60) cm până la 150 cm [161]. Coeficientul de variație a atins valori mici și medii 

(9,56 - 24,61%), indicând similitudinea indivizilor după caracterul talia plantei. 

De asemenea, s-a înregistrat micșorarea valorilor medii a caracterului lungimea ultimului 

internod la variantele supuse iradierii cu raze gama. Cele mai mici valori medii a înregistrat 

genotipul Ingen 35 (RAD), constituind 18% (21,59cm), fiind semnificative la nivel de 99%, iar 

pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), s-au atestat valori mai mari a caracterului cu 36% față de 

martor, fiind semnificativ - 99,9%. 

Valoarea medie pentru caracterul lungimea spicului principal a atestat o specificitate 

genotipică. S-au constatat valori medii mai înalte cu 15 - 20% pentru genotipurile Ingen 93 (in 

vitro) și 188TR 5021 (RAD și in vitro) în comparație cu martorul, diferențele fiind semnificative 

la nivel de 99,9%. La somaclonele studiate s-a obţinut variabilitatea lungimii spicului de la 12 - 
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15 cm. Cea mai înaltă valoare a caracterului lungimea spicului principal (15,21 cm) s-a 

înregistrat pentru somaclonele Ingen 93 (in vitro). Pentru genotipul Ingen 35 nu s-au evidențiat 

deosebiri semnificative ale caracterului dat. 

Datele din literatură caracterizează triticalele prin spice de lungime considerabilă. Cel 

mai frecvent, soiurile noi create formează spice de la 12 până la 14 cm lungime [160]. 

Coeficientul de variație a acestui indice a constituit 9,14 - 16%, ceea ce corespunde cu un nivel 

mic și mediu de variabilitate (Tabelul 4.3). 

O caracteristică economică importantă a triticalelor este numărul de boabe per spic și 

greutatea acestora. Studiile actuale indică, că capacitatea genetică de formare a 30 și mai multe 

boabe per spic este tipică pentru triticale [132]. În rezultatul aprecierii variațiilor somaclonale s-a 

atestat o variabilitate sporită după caracterele productivității: numărul de boabe per spic, 

greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe. 

Rezultatele obținute pentru caracterul numărul de boabe per spic principal a indicat 

valori medii mai mari cu 24%, față de martor la genotipul Ingen 93 (in vitro), semnificativ 

(99%). Aceste somaclone au înregistrat și cele mai mari valori (75,4) a caracterului respectiv, 

numărul de boabe per spic a ajuns la 124 de boabe. Efectul radiației gama s-a remarcat și asupra 

indicelui numărul de boabe per spic principal. S-au atestat diferențe semnificative (95%), cu 

21% mai mici în comparație cu martorul pentru genotipul Ingen 35 (RAD), valorile medii fiind 

cele mai mici (60,2). Evaluarea variabilității caracterului numărul de boabe per spic principal a 

atestat o variație extinsă (20,81 - 58,40%) (Tabelul 4.4). 

Cercetările au relevat diferențe semnificative dintre variante la nivel de 95 - 99% pentru 

caracterul greutatea boabelor la toate genotipurile în comparație cu martorul. Radiația gama a 

influențat caracterul greutatea boabelor. Cea mai mare valoare a acestui caracter față de martor a 

fost remarcată pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), constituind 50%, greutatea boabelor 

depășește pragul de 3,0 g. Valori medii mai mici cu 31,3 - 43% față de martor, s-au constatat 

pentru genotipurile Ingen 93 (RAD) și Ingen 35 (RAD), diferențele fiind semnificative – 99 - 

99,9%. Cultura in vitro a acționat specific asupra acestui caracter. Somaclonele SC2 Ingen 93 (in 

vitro) au avut valori mai mari cu 21% față de martor, greutatea boabelor constituind în medie 

3,39g, semnificativă la nivel de 95%. Valori medii mai mici de 1,66 ori față de martor, s-au 

stabilit la genotipurile Ingen 35 (in vitro), fiind semnificative la nivel de 99,9%. Coeficientul de 

variație a atins valori mari (22,98 - 77,56%), ceea ce denotă o variabilitate mare a acestui 

caracter. 
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Tabelul 4.4. Variația caracterelor productivității la somaclonele SC2 de triticale 

Caracterul / 

Genotipul 

Numărul de boabe/spic Greutatea boabelor (g) Masa a 1000 boabe (g) 

 ± ES CV,%  ± ES CV,%  ± ES CV,% 

Martor 

Ingen 35 

75,66±4,10 29,73 3,52±0,23 36,16 46,39±1,43 15,42 

RAD 

Ingen 35  

60,2±6,41 

* 

58,40 2,04±0,28 

*** 

77,56 32,06±0,23 

*** 

22,07 

In vitro  

Ingen 35  

64,06±5,08 43,46 2,12±0,26 

*** 

69,37 34,63±2,30 

*** 

33,21 

Martor 

Ingen 93 

60,76±2,30 20,81 2,78±0,11 22,98 45,84±1,06 11,57 

RAD 

Ingen 93 

51,95±5,46 50,46 1,91±0,26 

** 

66,46 34,85±2,37 

*** 

34,12 

In vitro  

Ingen 93  

75,4±4,18 

** 

30,39 3,39±0,24 

* 

39,69 44,60±1,34 15,03 

Martor  

188TR 5021 

70,04±5,57 39,77 2,03±0,23 58,86 27,98±1,67 29,93 

RAD  

188TR 5021 

71,92±5,84 42,25 3,05±0,28 

* 

48,82 38,90±1,61 

*** 

20,69 

In vitro  

188TR 5021 

58,56±4,69 43,86 2,0±0,20 55,02 32,95±1,13 

* 

17,19 

Notă: * ,**, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

Radiația gama a contribuit la majorarea coeficientului de variație a caracterului masa a 

1000 boabe de 1,43 - 2,94 ori la genotipurile Ingen 35 (RAD) și Ingen 93 (RAD) în comparație 

cu varianta martor, iar la genotipul 188TR 5021, coeficientul de variație s-a diminuat față de 

martor de 1,74 ori. Acest fapt indică despre particularitățile genotipice și reactivitatea specifică a 

fiecărui genotip. Pentru genotipul 188TR 5021 (RAD), valorile medii au crescut cu 39,02% față 

de martor, iar pentru genotipul Ingen 35 (RAD), valorile medii s-au micșorat față de martor cu 

30,9%, diferențele fiind semnificative la nivel de 99,9%.  

Acțiunea culturii in vitro asupra caracterului masa a 1000 boabe a atestat valori medii 

mai mari cu 17% pentru genotipul 188TR 5021 (in vitro) față de martor semnificativ 95%. 

Pentru genotipul Ingen 35 (in vitro), valorile medii au scăzut față de martor cu 25,36%, 

diferențele fiind semnificative la nivel de 99,9%. Coeficientul de variație a constituit 15,03 - 

33,21%, ceea ce corespunde unui nivel mediu – înalt de variabilitate. 

Aplicarea testului ANOVA a permis evaluarea contribuţiei procentuală a genotipului, 

factorii studiați și interacțiunea dintre genotip și factori asupra variației caracterelor cantitative la 

somaclonele SC2 de triticale (Anexa 6). 

Cercetările efectuate au pus în evidenţă influenţa prioritară a genotipului cu factorii 

analizați, interacțiunea fiind semnificativă la nivel de 95 - 99,9%. Acțiunea maximală a 

manifestat-o interacțiunea genotipului cu radiația gama, puterea de influență constituind 3,40 - 

31,93%. Valorile cele mai mari au fost atestate la caracterele productivități: masa a 1000 boabe 
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(28,17%) și numărul de boabe per spic (31,93%), diferențele fiind semnificative (P≤0,001). 

Interacțiunea genotipului cu cultura in vitro, a atins valori de la 2,92 - 10,99%, în dependență de 

caracter. Valorile cele mai înalte au fost înregistrate pentru caracterele: talia plantei (8,87%), 

greutatea boabelor (10,35%) și masa a 1000 boabe (10,99%), semnificative la nivel de 99,9%.  

Genotipul nu a avut o influență semnificativă pentru toate caracterele studiate. Puterea de 

influență maximală a manifestat-o genotipul pentru caracterele: greutatea boabelor (15,01%) 

șimasa a 1000 boabe a somaclonelor obținute prin cultura in vitro, constituind 34,63%, 

diferențele fiind semnificative (99,9%). Pentru somaclonele iradiate, contribuția genotipului a 

atins valori de la 4,02 - 14,58%. Cele mai înalte valori a acestui indice, semnificative (P≤0,001) 

au fost remarcate pentru caracterele: masa a 1000 boabe (8,22%) și numărul de boabe per spic 

(14,58%). 

Cultura in vitro a avut impact semnificativ la nivel de 95 - 99,9% și a atins valori de la 

1,62 - 28,88%. Pentru caracterul lungimea spicului principal s-au remarcat cele mai mari valori, 

putere de influenţă deţinând 28,88%. 

Puterea de influență a radiației asupra însușirilor analizate a avut valori mici pentru 

majoritatea caracterelor. Semnificative au fost doar pentru indicii: greutatea boabelor (2,60 %), 

lungimea spicului principal (2,89%), numărul de boabe per spic (4,08%). Cea mai mare valoare 

s-a atestat la caracterul masa a 1000 boabe, constituind 5,18%.  

Analiza datelor experimentale prin aplicarea testului ANOVA, denotă că asupra variației 

caracterelor cantitative la somaclonele SC2 de triticale o are genotipul, factorii luați în studiu 

(RAD și cultura in vitro) cât și interacțiunea dintre genotip și factori, diferențele fiind 

semnificative la nivel de 95 - 99,9% (Anexa 6). 

În rezultatul cercetărilor s-au evidențiat somaclonele (SC2) a genotipului Ingen 93 (in 

vitro) și 188TR 5021 (RAD). Toate caracterele au avut valori mai mari decât martorul, 

semnificative (95 - 99,9%) determinative fiind 5 însușiri biomorfologice: talia plantei, lungimea 

spicului principal, numărul de boabe, greutatea boabelor și masa a 1000 boabe. 

Pentru genotipul Ingen 35 (RAD) s-a stabilit o reducere semnificativă a caracterelor: talia 

plantei, lungimea ultimului internod, numărul de boabe per spic și greutatea boabelor în 

comparație cu martorul.  

Rezultatele obținute confirmă eficacitatea factorilor cercetați în extinderea variabilității 

genetice la triticale, date ce argumentează necesitatea utilizării somaclonelor în următoarele 

generații în vederea selectării genotipurilor cu caractere performante. 
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4.4. Studiul variabilității fenotipice și genotipice a unor caractere cantitative ale 

somaclonelor SC1 și SC2 de triticale 

Potențialul genetic al plantelor poate fi evaluat prin studiul varianței genotipice și 

fenotipice a caracterelor cantitative [106]. Caracterele genetice sunt în mare parte guvernate de 

poligene și sunt puternic influențate de mediu. Variația genetică a oricărui caracter cantitativ este 

constituită din varianța aditivă (ereditară) și varianța non-aditivă [90]. Studiul parametrilor 

genetici: varianței fenotipice și genotipice, heritabilității și avantajului genetic, coeficientului de 

variație genotipică și fenotipică a caracterelor ce țin de arhitectura plantei și a productivității vor 

asigura condițiile optime pentru evidențierea caracterelor prețioase în ameliorarea triticalelor. 

Analiza varianței a fost efectuată pentru 7 caractere cantitative: numărul de frați fertili, 

talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numărul de boabe/spic, 

greutatea boabelor și masa a 1000 boabe, incluzând cercetările asupra somaclonelor pe parcursul 

a doi ani. Rezultatele au evidențiat o contribuție semnificativă asupra indicilor biomorfologici 

condiționată de generațiile SC1, SC2 și efectul acțiunii condițiilor climatice ale anului.  

Pentru genotipul Ingen 35, analiza varianței a relevat diferențe semnificative pentru 

P≤0,05; 0,01; 0,001 a caracterelor talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului 

internod, numărul de boabe/spic, greutatea boabelor și masa a 1000 boabe, indicând prezența 

unei variabilități genetice semnificative stabile pentru ambele generații (Tabelul 4.5).  

Tabelul 4.5. Analiza varianței indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2 de 

triticale a genotipului Ingen 35 (testul ANOVA) 
Caractere 

cantitative 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Media 

pătratică 

Rezidual Total Testul 

Fisher 

(F) 

PI, % 

Ingen 35 SC1 (2021) 

NrFF 0,9867 2 0,49 0,59 44,34 0,82 2,22 

TPl 5701,69 2 2850,85 50,81 9359,36 58,12*** 60,91 

LgSP 32,06 2 16,03 1,17 116,62 13,65*** 27,49 

LgUint 196,44 2 98,22 8,23 788,9 11,94*** 24,90 

NrB 1684,88 2 842,44 160,96 13274,3 5,23* 12,69 

GB 3,7684 2 1,88 0,31 26,18 6,05** 14,39 

MMB 2805,7 2 1402,85 188,37 16368,6 7,45*** 17,14 

Ingen 35 SC2 (2022) 

NrFF 0,9867 2 0,49 0,69 50,75 0,71 1,94 

TPl 2371,21 2 1185,6 163,1 14114,1 7,27*** 16,80 

LgSP 30,7251 2 15,36 2,42 204,85 6,35** 14,99 

LgUint 303,61 2 151,81 43,42 3429,66 3,50* 8,85 

NrB 2997,95 2 1498,97 675,88 51661,8 2,22 5,80 

GB 32,0451 2 16,02 1,83 163,71 8,76*** 19,57 

MMB 2920,94 2 1460,47 77,9 8529,59 18,75*** 34,24 

Notă: * ,**, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 

NrFF - numărul de frați fertili; TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea 

ultimului internod, cm; NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 boabe, g. 
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În dependență de caracter, pentru somaclonele SC1 puterea de influență a atins valori de 

la 12,69 - 60,91%. Valorile cele mai înalte au fost înregistrate pentru însușirile: lungimea 

ultimului internod (24,90%), lungimea spicului principal (27,49%), și talia plantei (60,91%). La 

somaclonele SC2, puterea de influență a variat de la 8,85 - 34,28%, s-au evidențiat valorile 

pentru caracterele productivității: greutatea boabelor (19,58%) și masa a 1000 de boabe 

(34,24%). 

Valorile caracterului numărul de frați fertili au fost nesemnificative față de martor în 

ambele generații, aceasta indică faptul că genotipul pentru acest indice a avut un răspuns identic 

pe parcursul celor doi ani de studiu. 

Media pătratică pentru genotipul Ingen 93 a înregistrat diferențe statistic confirmate 

pentru P≤0,05; 0,001 la majoritatea caracterelor cantitative în ambele generații (Tabelul 4.6). 

Puterea de influență a variat de la 10,63 - 53,72% pentru somaclonele SC1, cele mai mari valori  

s-au atestat la indicele numărul de boabe/per spic, iar pentru somaclonele SC2, cea mai mare 

putere de influență s-a remarcat la caracterul lungimea spicului principal (42,72%). 

Pentru caracterele numărul de frați fertili (SC1) și lungimea ultimului internod (SC2) s-au 

înregistrat valori nesemnificative. 

Tabelul 4.6. Analiza varianței indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2 de 

triticale a genotipului Ingen 93 (testul ANOVA) 
Caractere 

cantitative 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Media 

pătratică 

Rezidual Total Testul 

Fisher 

(F) 

PI, % 

Ingen 93 SC1 (2021) 

NrFF 0,9867 2 0,49 0,27 20,67 1,80 4,77 

TPl 3726,69 2 1863,34 131,24 13176,1 14,20*** 28.28 

LgSP 14,8811 2 7,44 1,74 139,9 4,29* 10,63 

LgUint 300,56 2 150,28 11,48 1126,95 13,09*** 26,67 

NrB 33037,8 2 16518,9 395,17 61490,1 41,80*** 53,72 

GB 6,8744 2 3,44 0,43 37,95 7,96*** 18,11 

MMB 645,53 2 322,77 42,7 3720,13 7,56*** 17,35 

Ingen 93 SC2 (2022) 

NrFF 5,04 2 2,52 0,76 60,08 3,30* 8,38 

TPl 2238,18 2 1119,09 136,17 12042,6 8,22*** 18,58 

LgSP 111,39 2 55,7 2,07 260,7 26,86*** 42,72 

LgUint 62,2067 2 31,1 33,8 2495,79 0,92 2,49 

NrB 9896,19 2 4948,09 465,68 43425,1 10,63*** 22,78 

GB 37,3931 2 18,7 1,33 133,04 14,07*** 28,10 

MMB 1811,53 2 905,76 71,53 6961,84 12,66*** 26,02 

Notă: * ,**, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,001. 

NrFF - numărul de frați fertili; TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea 

ultimului internod, cm; NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 boabe, g. 
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Tabelul 4.7. Analiza varianței indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 - SC2 de 

triticale a genotipului 188TR 5021(testul ANOVA) 
Caractere 

cantitative 

Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate 

(GL) 

Media 

pătratică 

Rezidual Total Testul 

Fisher 

(F) 

PI, % 

188 TR 5021 SC1 (2021) 

NrFF 51,7067 2 25,85 0,66 99,55 38,91*** 51.94 

TPl 14990,1 2 7495,06 115,15 23281,2 65,09*** 64,38 

LgSP 132,34 2 66,17 2,67 324,56 24,79*** 40,77 

LgUint 2294,98 2 1147,49 29,36 4409,24 39,08*** 52,04 

NrB 37123,3 2 18561,7 374,54 64089,9 49,56*** 57,92 

GB 75,1843 2 37,59 0,86 137,31 43,57*** 54,75 

MMB 1507,58 2 753,79 100,07 8712,57 7,53*** 17,30 

188 TR 5021 SC2 (2022) 

NrFF 3,9467 2 1,97 0,68 53,15 2,89 7,42 

TPl 2173,61 2 1086,8 176,24 14862,7 6,17** 14,62 

LgSP 114,29 2 57,14 3,67 378,75 15,56*** 30,17 

LgUint 1311,53 2 655,76 48,82 4826,39 13,43*** 27,17 

NrB 2247,44 2 1123,72 720,03 54089,7 1,56 4,15 

GB 17,2232 2 8,61 1,58 131,21 5,44** 13,12 

MMB 1492,65 2 746,33 55,72 5504,66 13,39*** 27,11 

Notă: * ,**, *** – diferențe semnificative pentru P≤0,01; 0,001. 
NrFF - numărul de frați fertili; TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea 

ultimului internod, cm; NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 boabe, g. 

 

 

Analiza varianței pentru genotipul 188TR 5021 a relevat efectul generațiilor și a anului 

asupra indicilor biomorfologici (Tabelul 4.7). Rezultatele au evidențiat diferențe semnificative la 

nivel de 99,9% pentru toate caracterele somaclonelor SC1. Puterea de influență a atins valori 

17,30 - 64,38%. Valoarea cea mai mare s-a remarcat la caracterul talia plantei (64,38%).Valorile 

testului Fisher pentru somaclonele SC2 atestă un suport statistic P<0,01; 0,001 pentru caracterele: 

talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, greutatea boabelor și 

masa a 1000 boabe. Indicii numărul de frați fertili și numărul de boabe fiind nesemnificative. 

Pentru caracterele analizate, s-au înregistrat, în dependență de an, diferenţe semnificative 

pentru toate caracterele. Acestea confirmă diversitatea pronunţată a condiţiilor climatice ale celor 

doi ani experimentali. De asemenea, între genotipuri s-au constatat distincții fenotipice pentru 

majoritatea caracterelor cantitative analizate. 

Cunoașterea contribuției factorilor genetici și de mediu, dar mai ales, evidențierea 

aportului interacțiunii lor la realizarea fenotipică a caracterelor cantitative, prezintă o importanță 

majoră în procesul de ameliorare a plantelor [23].  

Rezultatele obținute cu privire la varianța genotipică și fenotipică la genotipul Ingen 35 

au scos în evidență pentru talia plantei, cele mai mari valori la ambele generații de somaclone 



125 
 

SC1 (Vg=112; Vph=114,03), SC2 (Vg=40,90; Vph=47,42) (Tabelul 4.8), iar cele mai mici pentru 

lungimea spicului principal, SC1 (Vg=0,57; Vph=0,64), SC2 (Vg=0,52; Vph=0,61). 

 

Tabelul 4.8. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a unor caractere la 

somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul Ingen 35 
Caracterul / 

Parametri 

TPl LgSP LgUint 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie± ES 90,08±1,30 71,89±1,59 11,78±0,14 13,52±0,19 25,12±0,38 25,30±0,79 

Min ÷ max 69÷111 43÷105,5 9÷14,5 11÷17,7 16,5÷31,5 11÷43,5 

Vg 112,00 40,90 0,57 0,52 3,60 4,34 

Vph 114,03 47,42 0,64 0,61 3,93 6,07 

CVG,% 11,75 8,90 6,42 5,32 7,55 8,23 

CVF,% 11,86 9,58 6,80 5,80 7,89 9,74 

h2,% 98,22 86,24 89,12 84,26 91,62 71,40 

AG 21,61 12,23 1,47 1.36 3,75 3,62 

AG% 23,99 17,02 12,48 10,06 14,89 14,32 

Notă: Caractere: TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea ultimului 

internod, cm. În tabelele 4.10 - 4.15 parametrii: Vg - varianța genotipică; Vph - varianța fenotipică; CVG,% - 

coeficientul de variație genotipică; CVF,% - coeficientul de variație fenotipică; h2,% - heritabilitatea în sens larg; AG 

- avantajul genetic; AG,% - avantajul genetic ca medie procentuală. 

 

Analizând valorile pentru caracterele productivității, s-a observat menținerea aceleași 

tendințe, valorile varianței genotipice fiind mai mari decât al celei fenotipice (Tabelul 4.9). Cele 

mai înalte valori se atestă la somaclonele SC2 pentru caracterul masa a 1000 de boabe 

(Vg=55,30; Vph=58,42), SC1 (Vg=48,58; Vph=56,11). Valorile cele mai mici s-au remarcat 

pentru greutatea boabelor SC1 (Vg=0,06; Vph=0,68), SC2 (Vg=0,57; Vph=0,64). 

 

Tabelul 4.9. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a caracterelor de 

productivitate la somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul Ingen 35 

Caracter / 

Parametri 

NrB GB MMB 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie± ES 18,32±1,55 73,61±3,05 0,71±0,07 2,90±0,17 32,94±0,38 37,70±1,24 

Min ÷ max 0÷46 9÷151 0÷2,1 0,2÷6,8 0÷100  15÷62,22 

Vg 27,26 32,92 0,06 0,57 48,58 55,30 

Vph 33,70 59,96 0,08 0,64 56,11 58,42 

CVG,% 28,50 7,79 35,20 26,00 21,16 19,73 

CVF,% 31,69 10,52 38,53 27,62 22,74 20,27 

h2,% 80,89 54,91 83,48 88,59 86,57 94,67 

AG 9,67 8,76 0,47 1,46 13,36 14,91 

AG% 52,80 11,90 66,25 50,40 40,56 39,54 

Notă: Caractere: NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 

boabe, g. 

În studiul de față, s-a remarcat că variabilitatea fenotipică este mult mai mare decât 

variabilitatea genotipică, pentru numărul de boabe per spic a somaclonelor SC2 (Vg=32,92; 
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Vph=59,96), ceea ce reflectă influența mediului asupra acestui caracter, fapt demonstrat și de alți 

cercetători la grâu și triticale [19; 237]. 

Datele prezentate în tabelele 4.8 - 4.9 au înregistrat diferențe mici ale valorilor 

coeficientului de variație fenotipică (CVF) față de coeficientul de variație genotipică (CVG), 

ceea ce indică că variația nu a fost influențată de condițiile de mediu, dar este dependentă de 

genotip. Cele mai mari valori CVG și CVF au fost înregistrate pentru caracterele de 

productivitate a somaclonelor SC1: greutatea boabelor, (CVG=35,20%; CVF=38,53%) și 

numărul de boabe per spic (CVG=28,50%; CVF=31,69%). Lungimea spicului principal a avut 

valori minime (CVG=5,32%, CVF=5,80%) la somaclonele SC2. 

Este cunoscut faptul că, indicele numărul de boabe per spic reprezintă cea mai importantă 

constantă în producția de boabe. Caracterul greutatea boabelor este puternic influențat de 

condițiile mediului, deoarece necesită o perioadă mai lungă de formare. Acțiunea negativă a 

stresului biotic și abiotic în timpul procesului de acumulare, umplere și maturitate deplină a 

boabelor poate influența producerea de boabe [23]. 

Rezultate similare pentru variația genetică au fost obținute și de alți autori [177]. Atât 

genotipurile de grâu, cât și cele de triticale au o variabilitate genetică semnificativă a caracterelor 

productivității și celor ce determină indirect această însușire [329]. Variabilitatea poate fi 

utilizată pentru a îmbunătăți în continuare genotipurile de grâu și a crea hibrizi de triticale [114]. 

Evaluarea heritabilității este folosită ca instrument predictiv în ameliorarea plantelor 

pentru a exprima fiabilitatea valorilor fenotipice. Heritabilitatea în sens larg (h2) reflectă 

potenţialul de transmitere ereditară a fiecărui caracter. Pentru caracterele ce țin de arhitectura 

plantei se atestă valori ridicate: lungimea spicului principal (89,12%), lungimea ultimului 

internod (91,62%) şi talia plantei (98,22%) la somaclonele SC1 (Tabelul 4.8). Valori înalte ale 

heritabilității au fost identificate pentru talia plantei la grâu și triticale și de alți cercetători [237]. 

Coeficientul de heritabilitate pentru caracterele productivității la somaclonele SC2 au atestat 

valori înalte pentru greutatea boabelor (88,59%) și masa a 1000 de boabe (94,67%). Valori mai 

moderate s-au estimat pentru caracterul numărul de boabe per spic (54,91%) (Tabelul 4.11). 

Heritabilitatea ridicată indică o influență mai mică a mediului și mai mare a genotipului 

în manifestarea caracterului. Cu cât valorile indicelui de heritabilitate sunt mai mari, cu atât 

procedurile de selecție sunt mai simple. Moștenirea în sens larg indică doar dacă există o variație 

genetică suficientă într-o populație și cum va răspunde populația la presiunea de selecție [186]. 

Avantajul genetic (AG) este un parametru de selecție important, prin care se poate 

prezice gradul de îmbunătățire a caracterelor țintă [301] și ca medie procentuală a fost clasificat 

drept scăzut (0-10%), moderat (10-20%) și ridicat (>20%) [106]. Eficiența heritabilității crește 
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atunci când este cuplată cu un avantaj genetic ridicat ce oferă cea mai eficientă condiție pentru 

selecție și indică prezența genelor aditive în moștenirea caracterelor [186]. 

Rezultatele obținute evidențiază o heritabilitate înaltă asociată cu contribuția avantajului 

genetic sporit la somaclonele SC1 pentru caracterul greutatea boabelor (h2=83,48%, 

AG=66,25%) și numărul de boabe per spic (h2=80,89%, AG=52,80%), indicând importanța 

acestor indici pentru triticale. Cele mai mici valori ale avantajului genetic s-au atestat la 

somalonele SC2 pentru lungimea spicului principal (AG=10,06%), fiind considerate valori 

medii. Coeficienții de variație fenotipici și genotipici, heritabilitatea și avantajul genetic au fost 

utilizați pe scară largă la grâu pentru a evalua amploarea variației materialului de reproducere, 

pentru a determina procedurile de selecție adecvate și pentru a prezice avansul de ameliorare în 

îmbunătățirea caracterelor importante [83]. 

Analizând datele pentru genotipul Ingen 93, observăm valori mari între varianța 

genotipică și cea fenotipică pentru mai multe caractere: talia plantei, lungimea spicului 

principal, numărul de boabe per spic, masa a 1000 de boabe (Tabelul 4.10 – 4.11). Cele mai 

mari valori, au fost estimate pentru numărul de boabe per spic la somaclone SC1 (Vg=644,95; 

Vph=660,76) și SC2 (Vg=179,30; Vph=197,92). Pentru indicele greutatea boabelor la 

somaclonele SC1 s-au atestat valori mici ale varianței genotipice și fenotipice (Vg=0,12; 

Vph=0,14). Acest lucru determină că variația mediului este un factor major care contribuie la 

variația caracterului. 

Examinând toate caracterele luate în studiu, observăm că diferențele dinte valorile 

coeficientului de variație genotipică (CVG) și coeficientului de variație fenotipică (CVF) pentru 

genotipul Ingen 93 sunt mici, demonstrând că variația este dependentă prioritar de genotip. 

Valorile cele mai mari ale CVG și CVF s-au atestat pentru indicii productivității (Tabelul 

4.10). S-a evidențiat caracterul numărul boabelor (CVG=52,00%; CVF=52,63%) pentru 

somaclonele SC1 și greutatea boabelor (CVG=30,58%; CVF=31,73%) la somaclonele SC2. 

Pentru caracterele: talia plantei, lungimea spicului principal și lungimea ultimului internod, 

valorile coeficienților de variație genotipică și fenotipică au fost mici și medii. 

În baza rezultatelor obținute, s-a stabilit că valori majore ale heritabilității au fost 

înregistrate pentru toate caracterele (>60%), excepție pentru indicele lungimea ultimului 

internod, care a prezentat valori negative la somaclonele SC2. 

Heritabilitatea negativă (-8,67%) cu CVF mediu (4,52%), cuplată cu avantajul genetic 

negativ (-0,81%) pentru caracterul lungimea ultimului internod poate indica acțiunea genelor 

non-aditive care condiționează acest indice și este în mare parte influențat de condițiile mediului, 

constatare similară a fost raportată și pentru hibrizii porumbului (Zea mays L.) [204]. 
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Tabelul 4.10. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a unor caractere la 

somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul Ingen 93 

Caracter / 

Parametri 

TPl LgSP LgUint 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie±ES 105,95±1,54 73,16±1,47 11,97±0,16 13,81±0,22 31,31±0,38 24,55±0,67 

Min ÷ max 66,5÷132 43,5÷105,5 7÷14,5 10÷18 16,5÷31,5 10,5÷43 

Vg 69,28 39,32 0,23 2,14 5,55 -0,11 

Vph 74,53 44,76 0,30 2,23 6,01 1,24 

CVG,% 7,86 8,57 3,99 10,60 7,53 - 

CVF,% 8,15 9,15 4,56 10,80 7,83 4,54 

h2,% 92,96 87,83 76,66 96,28 92,36 -8,67 

AG 16,53 12,11 0,86 2,96 4,66 -0,20 

AG% 15,60 16,55 7,20 21,43 14,90 -0,81 

Notă: Caractere: TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea 

ultimului internod, cm. 
 

Coeficientul cel mai înalt de heritabilitate pentru caracterele productivității s-au remarcat 

pentru numărul de boabe per spic (97,61%) la somaclonele SC1 și greutatea boabelor (92,89%) 

la somaclonele SC2 (Tabelul 4.11).  

Valori mari s-au atestat și pentru indicele lungimea spicului principal (96,28%) și talia 

plantei (92,96%). Valorile ridicate ale heritabilității indică, că contribuția genotipului a fost mai 

mare decât cea a mediului în determinarea fenotipului, fapt atestat și de alți autori [96; 204]. 

 

Tabelul 4.11. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a caracterelor de 

productivitate la somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul Ingen 93 
Caracter / 

Parametri 

NrB GB MMB 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie± ES 48,84±3,32 63,10±2,80 1,44±0,08 2,73±0,15 36,49±0,82 41,77±1,12 

Min ÷ max 2÷124 20÷124 0,1÷2,7 0,5÷6,2 14,28÷46,15 20,83÷82,6 

Vg 644,95 179,30 0,12 0,69 11,20 33,77 

Vph 660,76 197,92 0,14 0,75 12,91 36,23 

CVG,% 52,00 21,22 24,15 30,58 9,17 13,83 

CVF,% 52,63 22,29 25,82 31,73 9,85 14,41 

h2,% 97,61 90,59 87,44 92,89 86,77 92,10 

AG 51,69 26,25 0,67 1,65 6,42 11,42 

AG% 105,83 41,60 46,51 60,72 17,60 27,34 

Notă: Caractere: NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 

boabe, g. 

 

Studiul realizat la genotipul Ingen 93, evidențiază valori înalte pentru heritabilitate care 

este însoțit cu un avantaj genetic semnificativ. Pentru caracterul numărul de boabe per spic (h2= 

97,61%, AG=105,83%) la somaclonele SC1 și greutatea boabelor (h2=92,89%, AG=60,72%), 

masa a 1000 de boabe (h2=92,10%, AG=27,34%) la somaclonele SC2. Heritabilitatea ridicată a 

indicilor: numărul de boabe per spic, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe, împreună cu 
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un avans genetic majorat, atestă faptul că efectele genelor aditive au fost importante în 

determinarea acestor caractere, pentru care trebuie să li se acorde prioritate maximă în timpul 

selecției în ameliorarea triticalelor, fapt demonstrat și la grâu [96]. 

Valorile cele mai mici ale avantajului genetic asociat cu coeficientul de heritabilitate, s-a 

atestat pentru lungimea spicului principal (h2=76,66%, AG=7,20%) la somalonele SC1.Valorile 

înalte ale heritabilității cuplate cu un avans genetic scăzut indică, că dominanţa şi/sau efectele 

genelor epistatice joacă un rol mai important asupra eredității caracterului studiat [58]. 

Genotipul 188TR 5021 s-a remarcat prin valorile parametrilor genetici luați în studiu, 

care s-au deosebit esențial de celelalte genotipuri.  

Valorile coeficientului de variație genotipică și fenotipică pentru somaclonele SC1 au fost 

mai mari pentru toate caracterele luate în studiu în comparație cu valorile somaclonelor SC2, iar 

diferențele dintre valorile coeficientului de variație genotipică (CVG) și a coeficientului de 

variație fenotipică (CVF) pentru genotipul 188TR 5021 sunt mici, demonstrând că variația este 

dependentă de genotip.  

Pentru caracterele ce țin de arhitectura plantei valorile coeficientului de variație 

genotipică și fenotipică au fost mici și medii la talia plantei și lungimea ultimului internod 

(Tabelul 4.12). 

Tabelul 4.12. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a unor caractere la 

somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul 188TR 5021 

Caracter / 

Parametri 

TPl LgSP LgUint 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie± ES 95,87±2,05 75,76±1,64 13,34±0,24 14,17±0,26 34,06±0,89 27,19±0,93 

Min ÷ max 50,5÷124 40÷115,5 8,5÷19 10÷19 19÷50,5 11,5÷49,5 

Vg 295,20 36,42 2,54 2,17 44,73 24,28 

Vph 299,80 43,47 2,65 2,29 45,90 26,23 

CVG,% 17,92 7,97 11,94 10,32 19,64 18,12 

CVF,% 18,06 8,70 12,19 10,67 19,89 18,84 

h2,% 98,46 83,78 95,97 93,57 97,44 92,56 

AG 35,12 11,38 3,22 2,91 13,60 9,77 

AG% 36,63 15,02 24,10 20,56 39,93 35,92 

Notă: Caractere: TPl - talia plantei, cm; LgSP - lungimea spicului principal, cm; LgUint - lungimea 

ultimului internod, cm. 

 

Cea mai înaltă valoare a heritabilității s-a estimat la caracterul talia plantei (98,46%). Mai 

mulți cercetători au raportat obținerea heritabilității înalte pentru caracterele: talia plantei, 

numărul de boabe per spicul principal, lungimea spicului principal și greutatea boabelor și 

masa a 1000 de boabe [252; 328]. 
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Cele mai mari valori ale varianței genotipice și fenotipice sunt atestate la somaclonele 

SC1 pentru numărul de boabe per spic (Vg=727,49; Vph=742,47). La somaclonele SC2 s-a 

evidențiat, că variabilitatea fenotipică este mai mare decât variabilitatea genotipică de 2,78 ori, 

ceea ce reflectă influența mediului asupra acestui caracter. Cele mai mici valori ale variației 

genotipice și fenotipice s-au înregistrat pentru greutatea boabelor în ambele generații (Vg=0,28-

1,47; Vph=0,34-1,50) (Tabelul 4.13).  

Cele mai majore valori ale CVG și CVF s-au înregistrat pentru caracterele productivității: 

greutatea boabelor (CVG=70,47%; CVF=71,29%) la somaclonele SC1, valorile cele mai mari s-

au remarcat la același caracter și pentru somaclonele SC2 (CVG=21,70%; CVF=24,01%) fiind 

mai mic de 2,96 - 3,24 ori. Nivel înalt ale CVG și CVF s-au atestat și pentru numărul boabelor 

per spic (CVG=55,39%; CVF=55,96%) la somaclonele SC1, iar pentru generația SC2, valoarea 

parametrilor a scăzut, CVG de 9,61 ori, CVF de 5,82 ori (Tabelul 4.13). 

Tabelul 4.13. Estimarea varianței și a parametrilor genetici a caracterelor de 

productivitate la somaclonele SC1 - SC2 pentru genotipul 188TR 5021 

Caracter / 

Parametri 

NrB GB MMB 

SC1 SC2 SC1 SC2 SC1 SC2 

Valoarea medie± ES 48,69±3,39 69,76±3,12 1,72±0,16 2,44±0,15 26,25±1,25 33,28±0,99 

Min ÷ max 0÷123 13÷133 0÷5,6 0,3÷5,6 0÷41,46 15,55÷52,32 

Vg 727,49 16,15 1,47 0,28 26,15 27,62 

Vph 742,47 44,95 1,50 0,34 30,15 29,85 

CVG,% 55,39 5,76 70,47 21,70 19,48 15,79 

CVF,% 55,96 9,61 71,29 24,01 20,92 16,42 

h2,% 97,98 35,92 97,71 81,62 86,72 92,53 

AG 55,00 4,96 2,47 0,99 9,81 10,42 

AG% 112,95 7,11 143,49 40,38 37,37 31,29 

Notă: Caractere: NrB - numărul de boabe/spic; GB - greutatea boabelor, g; MMB - masa a 1000 

boabe, g. 

Analizând rezultatele prezentate, se constată că valorile coeficientului de heritabilitate în 

sens larg sunt mari pentru ambele generații, indicând contribuţia ridicată a genotipului pentru 

caracterele: greutatea boabelor (97,71%) și numărul de boabe (97,98%).  

Asocierea coeficientului de heritabilitate și a avantajului genetic cu valori foarte înalte 

(h2=97,71%, AG=143,49%) pentru greutatea boabelor și numărul de boabe per spic 

(h2=97,98%, AG=112,95%) la somaclonele SC1, relevă contribuția pronunțată a varianței 

genetice aditive în controlul acestor caractere, ceea ce prezintă o oportunitate sporită în selecția 

eficientă a genotipului după fenotip. Pentru somaclonele SC2 valorile heritabilității s-au menținut 

înalte, dar în comparație cu SC1 au scăzut de 1,19 ori, iar pentru avantajul genetic de 3,55 ori la 

caracterul greutatea boabelor (Tabelul 4.13). 
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Ranoliya P. [274] a stabilit, că caracterele: talia plantei, numărul de boabe per spicul 

principal, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe la grâu cu heritabilitatea ridicată s-au 

combinat cu un avantaj genetic mare, fapt demonstrat și în cercetările noastre. 

Heritabilitate moderată (35,92%) și cu un avans genetic scăzut (7,11%) a fost evidențiată 

la caracterul: numărul de boabe per spic principal la generația SC2. Aceste date sunt în 

concordanță cu rezultatele obținute la orez pentru caracterele ce ține de productivitate [90], care 

indică, că de rând cu genotipul acţionează probabil şi alți factori, cum ar fi cele datorate 

interacţiunilor cu mediul, care influenţează manifestarea caracterului studiat.  

Contribuția genotipului, mediului și a interacțiunii genotip x mediu este variabilă în 

exprimarea fenotipică a caracterelor cantitative. Varianțe genotipice și fenotipice majore sunt 

atestate pentru caracterele: talia plantei, lungimea ultimului internod, numărul de boabe și masa 

a 1000 de boabe. Valorile cele mai mari s-au remarcat pentru somaclonele SC1 la genotipul 

188TR 5021 (Vg=727,49; Vph=742,47) pentru indicele numărul de boabe per spic și talia 

plantei (Vg=295,20; Vph=299,80), iar valori mici au fost înregistate la somaclonele SC1 (Ingen 

35) pentru greutatea boabelor (Vg=0,06; Vph=0,08) și lungimea spicului principal (Vg=0,57; 

Vph=0,64).  

Coeficientul de variație fenotipică a fost mai mare decât coeficientul de variație 

genotipică pentru toate caracterele luate în studiu, ceea ce indică că variația nu a fost influențată 

semnificativ de condițiile de mediu, dar este dependentă prioritar de genotip. Cele mai mari 

valori CVG și CVF au fost înregistrate pentru caracterele de productivitate a somaclonelor SC1: 

greutatea boabelor (CVG=70,47%; CVF=71,29%) și numărul de boabe per spic 

(CVG=55,39%; CVF=55,96%) pentru genotipul 188TR 5021. Valori mari s-au atestat și pentru 

genotipul Ingen 93 la aceleași caractere precum numărul de boabe per spic (CVG=52,00%; 

CVF=52,63%) și greutatea boabelor (CVG=30,58%; CVF=31,73%). Valori minime s-au 

estimat pentru lungimea spicului principal (CVG=3,99%; CVF=4,56%) la somaclonele SC1 a 

genotipului Ingen 93. 

Cel mai înalt coeficient de heritabilitate a fost stabilit la somaclonele SC1 pentru indicii: 

talia plantei (98,46%) și numărul de boabe per spic (97,98%) pentru genotipul 188TR 5021. 

Genotipul Ingen 93 a înregistrat valori mari la caracterele: numărul de boabe per spic (97,61%) 

și lungimea spicului principal (96,28%). 

Coeficientul de heritabilitate înalt asociat cu contribuția avantajului genetic sporit se 

atestă pentru greutatea boabelor (h2=97,71%, AG=143,49%) și numărul de boabe per spic 

(h2=97,98%, AG=112,95%) la somaclonele SC1 (188TR 5021) și la aceeași caractere la Ingen 93 
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pentru numărul de boabe per spic (h2= 97,61%, AG=105,83%) și respectiv greutatea boabelor 

(h2=92,89%, AG=60,72%).  

Heritabilitatea ridicată a indicilor: talia plantei, numărul de boabe per spic, greutatea 

boabelor și masa a 1000 de boabe, împreună cu un avans genetic majorat denotă efectele aditive 

în determinarea acestor caractere. 

Studiul realizat pune în evidență existența unei variabilități genetice semnificative între 

genotipurile de triticale. Analizând valorile caracterelor cantitative s-a evidenţiat o variabilitate 

înaltă pentru caracterele ce țin de productivitatea plantei: talia plantei, lungimea spicului 

principal, numărul de boabe per spic, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe ceea ce 

permite selectarea şi recomandarea celor mai valoroase somaclone pentru evidențierea 

genotipurilor și obţinerea soiurilor noi cu diferită destinaţie. 

 

Concluzii la capitolul 4 

1. Impactul acțiunii culturii in vitro separat și în comun cu radiația gama în calitate de 

modificatori genetici, prezintă variații în manifestarea unor caractere cantitative la somaclonele 

de triticale, fiind stabilite particularitățile specifice fiecărui genotip. 

2. Evaluarea parametrilor morfologici la somaclonele SC1 - SC2 de triticale: talia plantei, 

lungimea spicului principal și ultimului internod, numărul fraților fertili și internodurilor per 

plantă, numărul boabelor per spic, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe, atestată variație 

semnificativă a valorilor medii la nivel de 95 - 99,9%, în comparație cu martorul în dependență 

de genotip, factorii luați în studiu (raze gama și cultura in vitro) și indicele biomorfologic. 

3. Cultura in vitro asociată cu mutageneza experimentală reprezintă o sursă semnificativă, 

confirmată în baza analizei varianței, puterea de influență a cărora depinde de particularitățile 

genotipului. Acest lucru demonstrează impactul culturii in vitro și a radiației gama, ca stimulatori 

și inductori ai diversităţii şi variabilităţii genotipice la plante.  

4. Rezultatele obținute evidențiază somaclonele SC2 a genotipului Ingen 93 (in vitro) și 

188TR 5021 (RAD), pentru care toate caracterele cantitative au prezentat valori mai mari decât 

martorul, semnificative (95 - 99,9%), determinative fiind 5 însușiri biomorfologice: talia plantei, 

lungimea spicului principal, numărul de boabe, greutatea boabelor și masa a 1000 boabe. 

Rezultatele confirmă eficacitatea factorilor cercetați în extinderea variabilității genetice la 

triticale, date ce argumentează raționamentul utilizării somaclonelor în următoarele generații în 

vederea selectării genotipurilor cu caractere performante. 
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5. Evaluarea variabilității molecular-genetice prin analiza RAPD-PCR a scos în evidență la 

somaclonele de triticale prezența unui polimorfism înalt, ceea ce indică un potențial mai mare de 

ameliorare al formelor hexaploide incluse în cercetare.  

6. Generalizând rezultatele genotipării cu primerii arbitrari RAPD, s-au evidențiat 9 primeri: 

OPD07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 și OPC05, care în 

conformitate cu toți parametrii analizați (număr ampliconi total/6-16, polimorfi/ 1-9, PIC/ 0,17-

0,49), sunt cei mai informativi în discriminarea formelor de triticale analizate și se recomandă în 

scopul studierii variabilității genetice ca suport de referință în ameliorare. 

7. Analiza clusteriană în baza dendrogramei a determinat delimitarea genotipurilor de 

triticale și formelor acestora în două clustere principale, cu excepția formei Ingen 93 in vitro, 

care înregistrează cel mai mare indice de distanță genetică (0,26), fapt ce confirmă diversitatea 

accentuată în profilul genetic al acesteia și prezența fragmentelor specifice, fiind un indicator de 

performanță și superioritate a somaclonelor obținute. 

8. Aprecierea varianței și a parametrilor genetici a unor caractere cantitative determină 

condițiile cele mai optime pentru evidențierea caracterelor prețioase pentru ameliorarea 

triticalelor. Analiza varianței a evidențiat o contribuție semnificativă (la nivel de 95 - 99,9%) 

asupra indicilor biomorfologici condiționată de generațiile SC1 și SC2. 

9. Estimarea coeficientului heritabilității în procesul de ameliorare a triticalelor, permite de 

a prognoza eficient și veridic selectarea celor mai valoroase somaclone. Mărimea coeficientului 

de heritabilitate a variat în dependență de caracter, genotip și generația studiată, înregistrând cea 

mai înaltă valoare (98,46%) la talia plantei, pentru somaclonele SC1 (188TR 5021), ceea ce 

denotă o influență mai mare a genotipului în manifestarea caracterului dat. Coeficientul de 

heritabilitate înalt asociat cu contribuția avantajului genetic sporit se atestă pentru greutatea 

boabelor și numărul de boabe per spic, ceea ce confirmă faptul că efectele aditive au fost 

importante în determinarea acestor caractere. 

10. Indicii ce țin de productivitatea plantei: talia plantei, numărul de boabe per spic, 

greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe pot fi utilizaţi ca reper relevant în evaluarea 

diversității somaclonale generate de radiația gama și cultura in vitro, deci ar trebui să li se acorde 

prioritate maximă în procesul selecției în ameliorarea triticalelor.  
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CONCLUZII GENERALE ȘI RECOMANDĂRI PRACTICE 

Concluzii generale 

1. Studiile complexe biotehnologice, genetice și moleculare ale calusogenezei, morfogenezei 

și regenerării au scos în evidență impactul separat și asociat al culturii in vitro și razelor gama în 

sporirea variabilității genetice la triticale. 

2. Interacțiunea factorilor „vârsta explantului” – „genotip” denotă o influenţă semnificativă  

în stabilirea unui răspuns pozitiv la condițiile de cultivare in vitro. S-a atestat, că frecvența 

calusogenezei este determinată de vârsta explantului (70,64%) și genotip (6,68%). Rezultatele 

analizei comparative ale capacității calusogenezei pentru explantele analizate au evidențiat, că 

utilizarea embrionilor maturi de triticale este o sistemă mai eficientă decât utilizarea 

fragmentelor foliare (cap. 3, [4; 10]). 

3. Investigațiile citologice ale celulelor calusale au stabilit dependența de genotip și fundalul 

experimental a activități mitotice și ratei mutațiilor în anafază-telofază, exprimate prin sporirea 

aberațiilor de tipul: celule binucleate, aranjare ciclică a cromozomilor, formarea fragmentelor 

cromozomiale ce condiționează instabilitatea mitozei, care pot fi transmise regeneranților (cap. 

3, [8]). 

4. S-au stabilit dozele cu efect stimulator și inhibitor asupra embrionilor maturi de triticale a 

razelor gama în diapazonul 50-250 Gy. Radiația gama în limitele 50-150 Gy a avut un efect 

stimulator asupra frecvenței calusogenezei, morfogenezei și regenerării în comparație cu 

martorul, înregistrând diferențe semnificative la nivel de 95 - 99,9%, iar expunerea la dozele de 

200-250 Gy au prezentat efect inhibitor asupra creșterii calusului și formării zonelor morfogene, 

pe parcursul subcultivării calusul necotizându-se (cap. 3, [3]). 

5. Rolul genotipului, dozei de radiație cât și interacțiunea genotip - radiație asupra 

morfogenezei și regenerării de lăstari au fost semnificative (P ≤0,05; 0,001), puterea de influență 

majoră fiind atribuită genotipului (49,35%) (cap. 3, [9]).  

6. Somaclonele SC0 derivate din cultura de embrioni maturi supuși iradierii gama au 

prezentat diferite trăsături morfofiziologice (talia plantei, lungimea spicului principal și numărul 

de boabe per spic), frecvența și spectrul de variație al cărora au fost specifice fiecărui genotip 

luat în studiu (cap. 3, [5]). 

7. Evaluarea parametrilor morfologici la somaclonele SC1 - SC2 de triticale: talia plantei, 

lungimea spicului principal și ultimului internod, numărul fraților fertili și internodurilor per 

plantă, numărul boabelor per spic, greutatea boabelor și masa a 1000 de boabe, atestă variații 

semnificative ale valorilor medii la nivel de 95 - 99,9%, față de martor în dependență de genotip, 

factorii luați în studiu (raze gama și cultura in vitro) și indicele biomorfologic (cap. 4, [80]).  
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8. Analiza varianței caracterelor cantitative a demonstrat impactul culturii in vitro suplimentat 

de razele gama în sporirea variabilității la somaclonele SC2, cele mai expresive devieri fiind 

înregistrate pentru talia plantei, lungimea spicului principal, numărul de boabe, greutatea 

boabelor și masa a 1000 boabe, ceea ce justifică eficiența utilizării somaclonelor în vederea 

selectării genotipurilor cu caractere performante (cap. 4). 

9. Evaluarea variabilității molecular-genetice prin analiza RAPD-PCR a determinat un 

polimorfism înalt la somaclonele de triticale. În baza numărului de ampliconi polimorfi, 

conținutului informației polimorfe au fost evidențiați 9 primeri: OPD07, OPH15, OPG06, 

OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, OPB14 și OPC05, informativi în discriminarea formelor de 

triticale analizate și evidențierea regeneranților cu diversitate accentuată în profilul genetic al 

somaclonelor obținute (cap. 4, [81]). 

10. Aprecierea varianței și a parametrilor genetici a caracterelor cantitative la somaclonele 

SC1 - SC2 a relevat variația valorii coeficientului de heritabilitate în dependență de caracter, 

genotip și generație, evidențiind genotipurile cu avantaj genetic sporit pentru parametri 

importanți asociați productivității, precum greutatea boabelor, numărul de boabe per spic, ceea 

ce confirmă eficiența obținerii genotipurilor valoroase și perspectiva utilizării lor în ameliorarea 

triticalelor (cap. 4).  

Recomandări practice 

1. În rezultatul cercetărilor complexe biotehnologice, genetice a fost optimizat procedeul de 

inducere a variabilității somaclonale la triticale, repere ce pot fi recomandate pentru utilizare 

practică: 

• folosirea în calitate de explante a embrionilor maturi, care sunt ușor de depozitat și 

disponibili pe termen lung; 

• iradierea semințelor de triticale cu raze gama în dozele 50-150 Gy pentru sporirea 

variabilității somaclonale, având la bază efectele mutaționale cu potențial de transmitere 

ereditară. 

2. Folosirea primerilor RAPD (OPD07, OPH15, OPG06, OPG10, OPB12, OPC07, OPI16, 

OPB14 și OPC05), în scopul aprecierii variabilității genetice ca suport de referință în selectarea 

genotipurilor de triticale. 

3. Utilizarea în programele de ameliorare și conservare a germoplasmei vegetale a 

somaclonelor evidențiate prin caractere de interes ce au prezentat valori înalte ale heritabilității 

asociate cu un avantaj genetic majorat, ce denotă eficiența utilizării genotipurilor selectate în 

ameliorarea triticalelor (somaclonele SC2 - SC3 ale genotipurilor Ingen 93 (in vitro și raze gama) 

și 188 TR 5021 (raze gama)).  
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ANEXE 

 

Anexa 1. Inducerea embriogenezei somatice și particularitățile regenerării indirecte 

din embrioni maturi la triticale  

Genotip 
Nr. de 

explante 

inoculate 

Calus 

embriogen 

Calus embriogen 

regenerativ 

Capacitatea de regenerare și 

înrădăcinare, lăstari 

Plante 

aclimatizate 

total % 

 

total 

 

% total 

transf. 

mediu 

înrad. 

înră-

dăci-

nați 

% total % 

Ingen 33 30 

30 

30 

20 

18 

17 

66,66 

60 

56,66 

8 

10 

5 

40 

55,55 

29,41 

13 

9 

5 

7 

7 

5 

5 

6 

3 

71,43 

85,71 

60,00 

4 

3 

2 

80 

50 

66,66 

Ingen 35 30 

30 

30 

18 

20 

21 

60 

66,66 

70 

7 

8 

5 

38,88 

40 

23,80 

8 

9 

7 

6 

5 

5 

5 

4 

2 

83,33 

80,00 

40,00 

4 

3 

0 

80 

75 

0 

Ingen 93 30 

30 

30 

17 

16 

15 

56,66 

53,33 

50 

5 

4 

5 

29,41 

25 

33,33 

6 

6 

7 

5 

7 

- 

4 

3 

- 

80,00 

42,86 

- 

3 

1 

- 

75 

33,33 

- 

Colina 30 

30 

30 

22 

22 

20 

73,33 

73,33 

66,66 

9 

9 

8 

40,90 

40,90 

35 

11 

10 

9 

8 

8 

5 

6 

6 

4 

75,00 

75,00 

80,00 

4 

5 

3 

60 

83,33 

75 

188TR 

5021 

30 

30 

30 

18 

20 

18 

60 

66,66 

60 

6 

6 

6 

33,33 

30 

33,33 

8 

7 

8 

6 

4 

5 

5 

2 

3 

83,33 

50,00 

60,00 

3 

1 

1 

60 

50 

33,33 

LT 76872 30 

30 

30 

16 

13 

10 

53,33 

43,33 

33,33 

3 

2 

1 

18,75 

23,07 

10 

3 

3 

- 

2 

1 

- 

1 

1 

- 

50,00 

100,0 

- 

0 

1 

- 

0 

100 

- 

Rodlen 30 

30 

30 

19 

16 

16 

63,33 

53,33 

53,33 

3 

4 

3 

15,78 

25 

15,78 

- 

5 

4 

- 

4 

2 

- 

2 

2 

- 

50,00 

100,0 

- 

2 

1 

- 

10 

50 

CAD 

2/917 

30 

30 

30 

25 

24 

25 

83,33 

80 

83,33 

10 

11 

11 

40 

45,83 

44 

14 

15 

12 

9 

10 

7 

7 

9 

6 

77,78 

90,00 

85,71 

5 

7 

5 

71,42 

77,77 

83,33 
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Anexa 2. Analiza variaţiei masei calusului cu diferite doze de iradiere 

Doza 

de 

iradie

re 

gama, 

Gy 

Masa medie, mg 
Ingen 33 Ingen 35 Ingen 93 Colina 188TR5021 LT 76872 Rodlen CAD 2/917 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

±ES 

CV, % 

M 709,03±36,11 
8,82 

814,08±26,95 
5,73 

658,42±24,74 
6,51 

520,78±32,46 
10,79 

400,79±1,42 
0,61 

 

384,38±8,26 
3,72 

472,23±14,46 
5,30 

691,32±8,19 
2,05 

50 641,15±23,96 

6,47 

788,05±6,53 

1,43 

615,97±4,36 

1,22 

471,55±37,27 

13,69 

302,08±12,69 

7,27 
** 

310,65±5,31 

2,96 
** 

344,12±19,64 

9,88 
** 

650,04±11,58 

3,08 
 

75 662,34±28,92 

7,56 
 

793,12±42,20 

9,21 

622,55±25,41 

7,07 

482,01±41,05 

14,75 

344,70±22,01 

11,06 

313,33±19,37 

10,71 
* 

356,07±23,75 

11,55 
* 

682,41±40,27 

10,22 

100 708,54±2,96 

0,72 

 

809,22±3,64 

0,77 

651,54±6,66 

1,77 

491,18±26,65 

9,40 

358,41±24,41 

11,79 

317,51±30,12 

16,48 

364,12±23,64 

11,24 

* 

712,44±3,83 

0,93 

125 714,11±8,13 

1,97 

 

823,12±12,47 

2,62 

640,76±23,88 

6,45 

519,66±16,02 

5,33 

360,73±24,77 

11,89 

337,90±5,78 

2,96 

** 

403,79±21,34 

9,15 

749,18±25,55 

5,90 

150 745,08±19,61 
4,55 

 

879,57±15,65 
3,08 

681.07±32,37 
8,22 

615,07±51,65 
14,54 

399,00±10,12 
4,39 

395,40±26,60 
11,65 

507,11±9,70 
3,31 

777,31±23,13 
5,15 

* 

200 698,32±10,89 
2,70 

 

754,58±14,36 
3,29 

602,33±32,91 
9,46 

423,21±19,17 
7,84 

315,76±23,93 
13,13* 

281,33±35,52 
21,87 

* 

322,34±15,53 
8,34 

** 

640,10±13,63 
3,68 

* 

Notă:  − media, ES – eroarea standard, CV,% - coeficientul de variație, * și ** - semnificative pentru 

P≤0,05 și 0,01. 
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Anexa 3. Influenţa interacțiunii factorilor genotip - radiaţie gama asupra frecvenţei 

morfogenezei 

Doza gama, 

Gy 

Genotipul 

Ingen 33 Ingen 35 Ingen 93 Colina 188TR5021 LT 76872 Rodlen CAD 2/917 

±ES ±ES ±ES ±ES ±ES ±ES ±ES ±ES 

M 44,55±1,81 

 

32,19±2,79 

 

30,25±0,86 

 

35,33±1,30 

 

30,22±1,88 

 

17,25±0,80 

 

19,75±2,43 

 

46,90±0,58 

 

50 45,35±1,38 

 

32,43±1,90 

 

30,86±0,86 

 

32,73±0,08 

 

26,07±1,78 

** 

16,38±2,06 

 

15,35±1,61 

 

47,04±2,63 

75 46,56±2,65 

 

33,05±3,47 

 

35,22±3,53 

 

33,00±0,75 

 

24,58±1,23 

** 

15,62±0,75 

 

15,78±0,11 

 

48,25±1,96 

 

100 48,19±0,15 

 

34,49±1,21 

 

35,55±1,45 

** 

35,55±1,45 

 

22,00±2,73 

*** 

15,19±1,57 

 

16,11±0,97 

 

48,99±1,39 

 

125 49,22±1,05 

 

33,99±2,20 

 

37,42±1,16 

** 

34,61±2,63 

 

22,22±1,58 

*** 

14,55±0,99 

 

17,54±1,85 

 

51,07±0,83 

** 

150 49,46±2,35 

** 

34,00±1,00 

 

42,14±1,15 

*** 

35,02±2,02 

 

22,45±0,60 

*** 

14,23±2,43 

 

19,00±3,02 

 

52,57±0,67 

*** 

200 21,11±1,05 

*** 

21,99±0,50 

** 

19,45±1,48 

*** 

25,22±3,33 

** 

10,01±0,95 

*** 

8,27±0,78 

*** 

9,99±0,67 

** 

24,15±1,92 

*** 

250 11,22±0,85 

*** 

10,15±0,13 

*** 

12,44±1,05 

*** 

18,62±2,03 

*** 

9,22±0,93 

*** 

5,99±1,54 

*** 

8,44±2,05 

** 

12,88±1,74 

*** 

Notă:  − media, ES – eroarea standard, ** și *** - diferențe semnificative pentru P≤0,01; 0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



168 
 

Anexa 4. Variația caracterelor biomorfologice ale somaclonelor SC1 de triticale 

Caracter 

/ Genotip 

Numărul 

de frați 

fertili 

Talia plantei, 

cm 

Lungimea 

spicului 

principal, cm 

Lungimea 

ultimului 

internod 

Numărul  de 

boabe/spic 

Greutatea 

boabelor, g 

Masa a 

1000 

boabe, g 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 

 ± ES 

CV,% 
Martor 

Ingen 35 

1,06±0,11 

59,97 

89,06±1,08 

6,66 

11,21±0,18 

9,26 

24,53±0,66 

14,78 

23,73±2,42 

56,00 

0,95±0,10 

59,06 

39,70±1,23 

15,53 

RAD 

Ingen 35  

0,76±0,16 

109,29 

80,18±1,62*** 

10,13 

11,4±0,22 

9,96 

23,42±0,52 

11,25 

13,08±2,26** 

86,71 

0,44±0,09** 

92,07 

24,88±2,70*** 

54,42 

In vitro  

Ingen 35  

0,92±0,17 

93,71 

101,4±1,39*** 

6,86 

12,7±0,2*** 

7,87 

27,3±0,48** 

8,83 

17,32±2,44 

70,64 

0,70±0,12 

87,44 

34,22±3,70 

54,15 

Martor  

Ingen 93 

1,44±0,11 

39,97 

102,5±1,58 

8,04 

11,31±0,16 

7,76 

28,92±0,71 

12,87 

38,0±3,49 

47,84 

1,45±0,13 

48,20 

38,69±1,12 

14,59 

RAD 

Ingen 93 

1,36±0,13 

52,56 

101,8±2,50 

13,45 

12,4±0,19*** 

8,46 

31,51±0,58** 

10,22 

32,36±2,86 

48,52 

1,14±0,11* 

55,26 

32,34±1,42** 

22,07 

In vitro 

Ingen 93 

1,18±0,09* 

40,78 

116,33±2,50*** 

11,19 

12,37±0,34*** 

14,39 

34,07±0,64*** 

9,84 

47,11±2,17* 

24,00 

1,85±0,11* 

31,47 

38,42±1,34 

17,49 

Martor  
188TR5021 

2,4±0,17 

40,35% 

115,4±0,96 

4,57% 

12,40±0,18 

8,11% 

41,38±0,65 

8,72% 

47,03±2,72 

31,74% 

1,20±0,08 

36,41% 

25,52±0,95 

18,75% 

RAD  
188TR5021 

1,33±0,16* 

66,30 

79,38±2,27*** 

15,68 

11,36±0,30* 

14,54 

21,17±0,55*** 

14,41 

9,86±1,41*** 

78,40 

0,25±0,04*** 

98,19 

21,15±2,21 

52,42 

In vitro  
188TR5021 

0,5±0,10*** 

114,47 

89,31±1,32*** 

8,09 

12,32±0,24 

11,04 

27,54±0,53*** 

10,60 

20,86±2,14*** 

56,19 

0,77±0,09** 

65,34 

32,06±2,48* 

38,74 

Notă:  − media, ES – eroarea standard, CV,% - coeficientul de variație, *, **, *** - diferențe 

semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 
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Anexa 5. Analiza varianţei indicilor biomorfologici la somaclonele SC1 (testul 

ANOVA) 

Sursa variației Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 

PI, % 

Numărul de frați fertili 

Genotipul  28,36 2 14,18 24,03*** 22,15 

RAD 8,64 1 8,64 14,64*** 6,75 

Interacțiunea Genotip - RAD 6,04 2 3,02 5,12** 4,71 

Rezidual 84,96 144 0,59   

Total 128,0 149    

Genotipul 6,28 2 3,14 6,47** 4,93 

Cultura in vitro 24,0 1 24,0 49,43*** 18,84 

Interacțiunea Genotip - in vitro 27,16 2 13,58 27,97*** 21,32 

Rezidual 69,92 144 0,49   

Total 127,36 149    

Talia plantei 

Genotipul  7012,77 2 3506,39 39,18*** 26,84 

RAD 4339,51 1 4339,51 48,49*** 16,67 

Interacțiunea Genotip - RAD 1884,71 2 942,36 10,53*** 7,21 

Rezidual 12885,8 144 89,48   

Total 26122,8 149    

Genotipul 6624,4 2 3312,2 45,66*** 28,74 

Cultura in vitro 759,375 1 759,38 10,47*** 3,29 

Interacțiunea Genotip - in vitro 5216,83 2 2608,41 35,96*** 45,32 

Rezidual 10444,8 144 72,53   

Total 23045,4 149    

Lungimea spicului principal 

Genotipul  13,44 2 6,72 4,74** 5,65 

RAD  0,22 1 0,22 0,16 0,09 

Interacțiunea Genotip - RAD 19,66 2 9,83 6,93** 8,27 

Rezidual 204,29 144 1,42   

Total 237,62 149    

Genotipul  9,10 2 4,55 2,84* 3,27 

Cultura in vitro 22,19 1 22,20 13,87*** 7,98 

Interacțiunea Genotip - in vitro 16,34 2 8,17 5,11** 5,87 

Rezidual 230,42 144 1,60   

Total 278,06 149    

Lungimea ultimului internod 

Genotipul  1520,93 2 760,47 68,76*** 18,93 

RAD  1574,64 1 1574,64 142,38*** 19,60 

Interacțiunea Genotip - RAD 3342,67 2 1671,33 151,13*** 41,62 

Rezidual 1592,52 144 11,06   

Total 8030,76 149    

Genotipul  1891,11 2 945,55 84,16*** 30,77 

Cultura in vitro 150,2 1 150,2 13,37*** 2,44 

Interacțiunea Genotip - in vitro 2485,79 2 1242,9 110,62*** 40,45 

Rezidual 1617,89 144 11,24   

Total 6144,99 149    

Numărul de boabe per spic 

Genotipul  6103,96 2 3051,98 14,59*** 11,0 

RAD  12132,0 1 12132,0 57,98*** 21,87 

Interacțiunea Genotip - RAD 7098,17 2 3549,09 16,96*** 12,79 
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Rezidual 30130,4 144 209,24   

Total 55464,5 149    

Genotipul  11178,5 2 5589,26 27,46*** 21,98 

Cultura in vitro 2297,13 1 2297,13 11,29*** 4,51 

Interacțiunea Genotip - in vitro 8070,49 2 4035,25 19,83*** 15,87 

Rezidual 29305,4 144 203,51   

Total 50851,5 149    

Greutatea boabelor 

Genotipul  8,66 2 4,32 14,60*** 12,78 

RAD  13,862 1 13,86 46,87*** 20,52 

Interacțiunea Genotip - RAD 2,46 2 1,23 4,16** 3,64 

Rezidual 42,59 144 0,30   

Total 67,55 149    

Genotipul  16,14 2 8,07 23,41*** 22,70 

Cultura in vitro 0,35 1 0,35 1,01 0,48 

Interacțiunea Genotip - in vitro 4,94 2 2,47 7,16*** 6,94 

Rezidual 49,65 144 0,34   

Total 71,08 149    

Masa a 1000 boabe 

Genotipul  3983,81 2 1991,91 26,54*** 21,79 

RAD  2717,74 1 2717,74 36,22*** 14,87 

Interacțiunea Genotip - RAD 769,09 2 384,54 5,12*** 4,20 

Rezidual 10805,7 144 75,04   

Total 18276,3 149    

Genotipul  2745,83 2 1372,92 12,95*** 14,51 

Cultura in vitro 2,64 1 2,64 0,02 0,01 

Interacțiunea Genotip - in vitro 907,26 2 453,63 4,28** 4,79 

Rezidual 15265,6 144 106,01   

Total 18921,3 149    

Notă: * ,**, *** - diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 
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Anexa 6. Analiza varianţei indicilor biomorfologici la somaclonele SC2 (testul 

ANOVA) 

Sursa variației 
Suma 

pătratelor 

Grad de 

libertate (GL) 

Varianța 

(S2) 

Testul 

Fisher (F) 
PI, % 

Numărul de frați fertili 

Genotipul  1,21 2 0,61 0,96 1,25 

RAD 1,13 1 1,13 1,78 1,16 

Interacțiunea Genotip - RAD 3,29 2 1,65 2,61* 3,40 

Rezidual 90,96 144 0,63   

Total 96,59 149    

Genotipul 5,56 2 2,78 4,25** 5,25 

Cultura in vitro 4,51 1 4,51 6,89*** 4,26 

Interacțiunea Genotip - in vitro 1,45 2 0,73 1,11 1,37 

Rezidual 94,24 144 0,65   

Total 105,76 149    

Talia plantei 

Genotipul  1315,99 2 657,99 3,52* 4,02 

RAD 21,81 1 21,81 0,12 0,06 

Interacțiunea Genotip - RAD 4444,15 2 2222,08 11,90*** 13,60 

Rezidual 26891,0 144 186,74   

Total 32672,9 149    

Genotipul 374,61 2 187,31 1,83 2,19 

Cultura in vitro 467,46 1 467,46 4,58* 2,73 

Interacțiunea Genotip - in vitro 1514,99 2 757,50 7,42*** 8,87 

Rezidual 14704,1 144 102,11   

Total 17061,1 149    

Lungimea spicului principal 

Genotipul  21,89 2 10,95 4,14** 4,34 

RAD  14,60 1 14,60 5,53* 2,89 

Interacțiunea Genotip - RAD 87,16 2 43,58 16,49*** 17,28 

Rezidual 380,47 144 2,64   

Total 504,12 149    

Genotipul  13,12 2 6,56 2,95* 2,68 

Cultura in vitro 141,14 1 141,14 63,50*** 28,88 

Interacțiunea Genotip - in vitro 14,31 2 7,15 3,22* 2,92 

Rezidual 320,03 144 2,22   

Total 488,59 149    

Lungimea ultimului internod 

Genotipul  700,48 2 350,24 7,44*** 8,13 

RAD  106,18 1 106,18 2,26 1,23 

Interacțiunea Genotip - RAD 1028,66 2 514,33 10,93*** 11,94 

Rezidual 6775,23 144 47,05   

Total 8610,55 149    

Genotipul  163,16 2 81,58 2,74* 3,61 

Cultura in vitro 32,20 1 32,20 1,08 0,71 

Interacțiunea Genotip - in vitro 25,74 2 12,87 0,43 0,57 
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Rezidual 4293,66 144 29,81   

Total 4214,77 149    

Numărul de boabe per spic 

Genotipul  22328,3 2 11164,1 21,25*** 14,58 

RAD  6259,74 1 6259,74 11,92*** 4,08 

Interacțiunea Genotip - RAD 48899,6 2 24449,8 46,54*** 31,93 

Rezidual 75646,8 144 525,33   

Total 153134,0 149    

Genotipul  3143,56 2 1571,78 3,19* 3,94 

Cultura in vitro 19,44 1 19,44 0,04 0,02 

Interacțiunea Genotip - in vitro 5641,48 2 2820,74 5,73** 7,07 

Rezidual 70931,3 144 492,58   

Total 79735,8 149    

Greutatea boabelor 

Genotipul  14,43 2 7,22 4,63** 4,93 

RAD  7,62 1 7,62 4,89* 2,60 

Interacțiunea Genotip - RAD 46,26 2 23,13 14,86*** 15,81 

Rezidual 224,16 144 1,56   

Total 292,47 149    

Genotipul  38,54 2 19,27 14,51*** 15,01 

Cultura in vitro 0,30 1 0,30 0,23 0,15 

Interacțiunea Genotip - in vitro 26,60 2 13,30 10,01*** 10,35 

Rezidual 191,28 144 1,33   

Total 256,72 149    

Masa a 1000 boabe 

Genotipul  1372,82 2 686,41 10,14*** 8,22 

RAD  865,07 1 865,07 12,78*** 5,18 

Interacțiunea Genotip - RAD 4701,19 2 2350,6 34,74*** 28,17 

Rezidual 9743,8 144 67,67   

Total 16682,9 149    

Genotipul  5660,06 2 2830,03 47,29*** 34,63 

Cultura in vitro 265,96 1 265,96 4,44* 1,62 

Interacțiunea Genotip - in vitro 1797,33 2 898,67 15,02*** 10,99 

Rezidual 8617,18 144 59,84   

Total 16340,5 149    

Notă: * ,**, *** - diferențe semnificative pentru P≤0,05; 0,01; 0,001. 
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Anexa 7. Act de implementare a rezultatelor științifice în instruire 
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Anexa 8. Acte de implementare a rezultatelor științifice în cercetare 
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