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In this paper it was analyzed the somaclonal variation of 13 genetically modified tobacco lines (T1 generation), that 

express the bar gene. It was shown that five lines had greater plant dimensions in comparison to the control ones. Also, 
in all transgenic tobacco lines there were detected higher accumulation of hydrogen peroxide in vascular tissues. All 
these suggest that observed changes appeared as the result of plant transformation and regeneration at morphological 
and biochemical levels.  

 
 
Prin procedee de inginerie genetică a fost inserat un spectru larg de transgene în mai mult de 120 specii de 

plante, printre care o importanţă practică deosebită revine numeroaselor linii rezistente la diferite erbicide [1,2]. 
Însă, obţinerea plantelor modificate genetic (PMG) este însoţită de o serie de neajunsuri, care uneori face 
ineficientă aplicarea acestora în ameliorare sau în cercetările fundamentale. Astfel, cele mai mari probleme 
care pot apărea în urma transgenezei reprezintă fenomenul de co-supresie a transgenelor (inactivarea expre-
siei), când în cadrul genomului sunt incluse mai multe cópii ale acestora [3,4] şi variabilitatea somaclonală [5].  

Variabilitatea somaclonală este legată de o serie de aspecte de natură fiziologică, epigenetică sau genetică, 
asociate cu regenerarea şi clonarea (micropropagarea) in vitro a ţesuturilor [5]. Apariţia variabilităţii soma-
clonale a fost constatată anterior la Lotus japonicus [6] şi la diferite linii ale grâului transgenic [7] care con-
ţineau gena bar. Aberaţii genetice au fost depistate şi în PMG care expresau alte tipuri de gene, cum este 
cazul trestiei de zahăr, care expresa gena cryIA(b), unde au fost depistate schimbări la nivel morfologic şi 
fiziologic faţă de control [8]. 

În lucrările noaste precedente [9,10] am analizat expresia şi modul de moştenire a genei bar. Prezenta luc-
rare reprezintă o continuitate a cercetărilor diferitelor linii de PMG de tutun, care expresează gena bar (basta) 
ce oferă toleranţă faţă de erbicidul Basta, şi are ca scop analiza variabilităţii somaclonale la nivel morfo-feno-
tipic şi fiziologo-biochimic.  

Material şi metode  
În calitate de material de cercetare au servit seminţele a 13 linii de tutun transgenic Nicotiana tabacum L., 

var. Xanthi (2n = 48), rezistente faţă de erbicidul Basta, obţinute şi oferite de către Centrul de cercetare a 
transformarii plantelor (PTRC, SUA). Toate liniile au fost transformate prin transferul plasmidei pCambia 
1300 [11] utilizând sistemul Agrobacterium tumefaciens. Au fost testate plantulele T1 crescute din seminţele 
de tutun obţinute în rezultatul autopolenizării plantelor transformate (T0). 

Tutunul este o plantă care necesită iluminare intensivă, temperatura minimă pentru creştere fiind 10-11ºC, 
iar cea optimă – 25-28ºC [12]. Astfel, reieşind din aceste considerente, plantele au fost cultivate în condiţii 
de laborator, în vase de vegetaţie, la temperatura de 21-22ºC şi fotoperioada de 8 ore.  

Ca substrat pentru detectarea vizuală a peroxidului de hidrogen în frunze a servit 3,3-diaminobenzidina 
(DAB). Limbul foliar împreună cu peţiolul s-a detaşat de la plantă cu bisturiul şi a fost incubat în soluţie de 
1 mg/ml DAB, pH = 3,8, timp de 8 ore la lumină, la 25ºC. Apoi, frunzele au fost fierte în etanol 96%, timp 
de 10 min. Acest tratament a decolorat frunzele, cu excepţia zonelor brune, unde a avut loc polimerizarea 
peroxidului cu DAB [13].  

Rezultate şi discuţii 
Instabilitatea epigenetică sau genetică în ţesuturile transformate cu ajutorul Agrobacterium este asociată 

cu variabilitatea somaclonală a liniilor plantelor transgenice şi silenţierea genelor [14]. Una dintre consecin-
ţele cultivării şi manipulării in vitro a celulelor şi ţesuturilor reprezintă apariţia “stresului oxidativ”, datorită 
genotoxicităţii SRO care se acumulează în exces şi alterează potenţialul redox al celulei, provocând astfel 
mutaţii şi alte transformări genetice (Fig.1). Astfel, SRO influenţează asupra procesului de metilare a genelor 
[15,16], induc schimbări în numărul de cromozomi, restructurări cromozomale, mutaţii punctiforme, activarea 
transposonilor, amplificarea ADN-ului [5,17].  
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Fig.1. Consecinţele regenerării şi cultivării in vitro a PMG. 
 
SRO sunt sintetizate în plante ca biocompuşi ai metabolismului aerob care decurge în diferite organite 

celulare (mitocondrii, plastide şi peroxozomi), în urma transportului de electroni, reacţiilor mediate de enzime 
în procesul de fotorespiraţie, β-oxidării etc. [18,19].  

Echilibrul oxidoreducător al plantelor depinde de cantitatea SRO şi a compuşilor biochimici implicaţi în 
reglarea conţinutului acestora. Sunt câteva metode în monitorizarea stresului oxidativ, precum: măsurarea 
potenţialului redox, a metaboliţilor asociaţi cu stresul oxidativ (peroxidul de hidrogen, glutationul etc.), a 
enzimelor metabolismului oxidativ (catalaza, peroxidaza etc.) şi a proteinelor de şoc [5]. Reacţiile enzimatice 
şi majoritatea proceselor metabolice se află într-o dependenţă strictă şi de alţi parametri ai potenţialului redox 
celular, ca parametrii rH şi pH. Cel mai răspândit model de studiu al controlului potenţialului redox în plante 
este echilibrul care există între cantitatea peroxidului de hidrogen şi enzima catalaza (CAT-1) ce reglează 
conţinutul acestuia.  

Studiile anterioare au relevat că în plantele de tutun şi tomate lezate mecanic sau tratate cu sistemină şi 
metiljasmonat peroxidul de hidrogen se acumulează iniţial în locul tăierii, în celulele parenchimatice şi mezo-
filiare apoi şi în nervurile principale şi secundare ale frunzei [13,20,21]. Acest lucru a fost observat imersând 
frunzele de tutun în soluţia DAB, care colorează regiunile acumulării peroxidului de hidrogen. Aplicarea 
acestui procedeu a dat posibilitatea evaluării semicantitative a prezenţei H2O2 în ţesuturile plantelor de tutun 
transgenic.  
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Fig.2. Detectarea vizuală a prezenţei H2O2 la diferite linii de tutun MG netratate cu erbicidul Basta  
(zonele întunecate indică prezenţa peroxidului de hidrogen colorat cu DAB). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analiza semicantitativă a peroxidului de hidrogen a atestat prezenţa acestuia în toate liniile frunzelor de 

tutun transgenic analizate şi o cantitate neînsemnată în frunzele control (Fig.2). Acumularea H2O2 a fost 
observată în regiunea nervaţiunilor limbului foliar, în special – cele principale, locul unde a avut loc sinteza 
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cea mai excesivă a peroxidului. Liniile de tutun transgenic 2, 7A, 13 şi 30, atribuite grupului plantelor 
tolerante la erbicidul Basta [9], s-au remarcat printr-un conţinut mai înalt al peroxidului de hidrogen faţă de 
liniile modificate genetic 6, 23 şi 25.  

Plantele ce posedă devieri ale parametrului oxidoreducător pot reprezenta şi un avantaj, deoarece SRO 
sunt implicate în activarea genelor defensive [21] şi, respectiv, la majorarea rezistenţei faţă de patogeni şi atacul 
erbivorelor [22,23]. Deoarece în plantele transgenice se acumulează în exces H2O2, s-a presupus că activi-
tatea catalazei este redusă din cauza supresiei genei cat1, efect observat anterior la tutunul care expresa gena 
antisens cat1 [23]. 

Datele ştiinţifice anterioare privind plantele transgenice au atestat schimbări şi la nivel de fenotip. De 
exemplu, tomatele modificate genetic, care expresau gena PGβS-AS, au înregistrat mici leziuni la nivelul 
frunzelor, pedunculilor florali, fapt ce a provocat căderea florilor şi nedezvoltarea fructelor [24], iar liniile 
transgenice de tutun ce expresau gena CsLFY au avut înălţimea mai mică, care a variat în limitele 5-25 cm 
faţă de control [25]. Dimensiuni mai mici faţă de control au înregistrat şi tomatele transgenice care au 
expresat gena sintezei prosisteminei [26].  

În calitate de indice fenotipic care poate sugera existenţa variabilităţii somaclonale a servit dimensiunea 
plantelor, cultivate până la două faze fenologice – de 3-4 frunze şi 10 frunze adevărate. Analiza lungimii 
plantulelor (tulpină + rădăcină) la etapa de 3-4 frunze la liniile de tutun MG a permis aranjarea acestora în 
următoarea ordine: linia 13 (10,5 cm), linia 8 (9,5 cm), linia 24 (8,2 cm), linia 19A (7,9 cm), linia 14 (7,6 cm), 
linia 23 (6,9 cm), linia 6 (6,3 cm), linia 7A (6,3 cm), linia 5 (6,0 cm), linia 30 (5,7 cm), linia 2 (5,5 cm), linia 25 
(4,9 cm), linia 10 (4,3 cm). Valoarea controlului a constituit 5,5 cm (Fig.3). 

Conform acestui parametru, liniile de tutun transgenic au putut fi clasificate în două grupe: plantule cu 
dimensiunile apropiate de limitele controlului (liniile 2, 5, 6, 7A, 10, 23, 25 şi 30) şi plantule cu dimensiunile 
mai mari faţă de control (liniile 8, 13, 14, 19A şi 24).  
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Fig.3. Dimensiunile plantulelor (cm) diferitelor linii de tutun transgenic (faza de 3-4 frnze).  
* – diferenţă nesemnificativă faţă de control, Sx,% – 0,1715 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Analiza dimensiunilor sistemului radicular al plantelor cultivate până la etapa de 10 frunze, similar dimen-

siunii plantulelor de 3-4 frunze, a relevat o tendinţă similară (Fig.4). Studiul lungimii sistemului radicular a 
plantulelor diferitelor linii de tutun MG, a relevat că acestea de asemenea pot fi clasificate în două grupe. În 
prima grupă au fost incluse plante cu dimensiunile mai mari ale sistemului radicular, iar în a doua grupă – 
plantele cu dimensiunile sistemului radicular apropiate de control.  

Astfel, lungimea rădăcinilor la tutunul control a constituit 4,0 cm. La liniile MG, lungimea rădăcinilor au 
fost grupate conform ordinii: linia 2 (8,2 cm), linia 8 (7,7 cm), linia 14 (5,6 cm), linia 6 (5,3 cm), linia 23 
(4,7 cm), linia 10 (4,3 cm), linia 19A (3,80 cm), linia 5 (3,5 cm), linia 24 (3,35 cm) şi linia 25 (3,0 cm).  

 77



Seria “{tiin\e ale naturii”, 2007 
Nr.1                                       Biologie                         ISSN 1857-1735 
 

 

4,0±0,11

8,2±0,23

7,7±0,17

5,6±,9
5,3±0,17

4,7±0,68 4,3±0,
17    

3,8±0,29
3,5±0,34

3,3±0,17
3,0±0,11

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig.4. Lungimea (cm) sistemului radicular al PMG de tutun (faza de 10 frunze) Sx,% – 0,1149 
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Posibil, deosebirile fenotipice atestate la liniile MG sunt cauzate de variabilitaea somaclonală, apărută în 

rezultatul regenerării in vitro a plantelor generaţiei T0, iar cauzele care au putut induce acest fenomen pot fi 
datorate recombinării genetice, expresiei transgenelor, SRO sau altor restructurări genetice care au avut loc 
în urma inserării secvenţei de ADN-T în genomul plantelor. 

Concluzii 
Majorarea cantităţii peroxidului de hidrogen în frunzele liniilor transgenice poate fi explicată de fenomenul 

variabilităţii somaclonale, care, aşa cum s-a afirmat anterior, reprezintă cauza apariţiei devierilor morfo-
fenotipice detectate la liniile de tutun transgenic. Însă, acumularea peroxidului de hidrogen reprezintă şi un 
avantaj, deoarece plantele cu un conţinut majorat al SRO sunt mai rezistente atacului diferiţilor patogeni.  
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