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ABSTRACT

In the last decades, with the increase in the number of xenobiotic
substances, which affects humans directly or indirectly, but also taking
into account the legislation on animal experiments, it emerged
imperiously necessary the development of some assessments to testify
the toxicity of substances, without involving animal life or exaggerated
costs. Plants are suitable materials for testing the toxic potential of
some substances. The Allium test is one of the most widely used
phytotoxicity tests, presenting multiple advantages such as: easy to
purchase and preserve plant material, minimal costs, high sensitivity.
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1. Fitotoxicitatea si testele bazate pe materiale vegetale

Cresterea dramatica a numarului de compusi xenobiotici influenteaza
mediul Tnconjurator, multe dintre substantele chimice deja existente
reprezentand amenintari toxicologice ale biosferei si chiar mai mult, fapt din
care reiese necesitatea unor examinari prin metode toxicologice potrivite. Din
motive etice si economice dar si datoritd noilor legi cu privire la protectia
animalelor, numarul experimentelor pe animale trebuie redus cat de mult se
poate atunci cand se testeazd xenobiotice. Modul de actiune al diferitelor
substante mutagene, implicatile lor pe termen lung in sanatatea umana,
reprezinta obiective stiintifice prioritare (Sutan et al., 2014).

In sensul testarii toxicitati anumitor substante chimice, plantele
superioare reprezinta sisteme potrivite pentru o gama mare de teste
toxicologice aplicabile in estimarea riscurilor asupra mediului Tnconjurator,
asupra ecosistemelor si, in anumite cazuri, asupra vertebratelor.

Culturile de celule si tesuturi de origine animala si umana au fost deja
utilizate ca o alternativa pentru testarea diferitelor clase de chimicale
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(Clemdson et al., 1996; O Hare & Atterwill, 1995). Exista insa un interes
crescand in dezvoltarea unor proceduri precise in vitro, initial pentru reducerea
utilizarii testelor pe animale si oameni, iar in final pentru inlocuirea totalad a
acestora.

Dupa Lowe et al. (1995), exista probleme fundamentale si continue
asociate cu utilizarea culturilor celulare si tisulare de origine animala. Acestea
includ aplicabilitatea redusda a celulelor animale, respectiv umane,
nediferentiate si lipsa lor relativa de valoare ca modele de raspuns in vivo dar
si pierderea caracteristicilor lor de diferentiere in timp in culturile in vitro. n
plus, culturile celulare umane si animale necesitd un mediu de cultura
complex, a carui stabilitate este foarte dificil de mentinut pe durata unor
experimente de lunga durata. Probabilitatea interactiunii dintre substantele de
testat si componentele mediului de cultura creste cu cresterea complexitatii
mediului. Toate aceste dezavantaje includ proceduri complicate, experimente
ce se intind de obicei pe o perioada lunga de timp si costuri relativ mari. Tnsa
aceste neajunsuri pot fi evitate daca sunt utilizate materiale de origine
vegetala, ca de exemplu plante intregi, seminte, organe, tesuturi sau doar
celule.

Unul dintre cele mai utilizate teste in aceasta categorie este testul de
genotoxicitate Allium (sau simplu Testul Allium) care se bazeaza in special pe
observatii microscopice ale aberatiilor survenite in timpul mitozei si citokinezei
si ale efectelor ulterioare pe cromozomi, in zona de diviziune a radacinii la
plantele din genul Allium. Tn plus fata de testul Allium, alte cateva teste bazate
pe plante au fost dezvoltate pentru screening-ul toxicitatii. Printre acestea, asa
numitul test al micronucleilor, ce utilizeaza muguri florali de la Tradescantia,
fiind este un test foarte bine optimizat si utilizat frecvent (Ma, 1982; Underbrink
et al., 1973). Acest test este bazat pe producerea de micronuclei In perii
staminali si in celulele-mama ale grauncioarelor de polen, cauzata de influente
genotoxice pe durata proceselor de meioza. Acest test a fost aplicat cu succes
pe numerosi agenti cu implicatii in sanatatea umana si pe poluanti ai mediului
fnconjurator (Ma et al., 1984).

Testul Allium a primit o mare atentie dupa ce a fost adaptat in
screening-ul poluantilor solului si apei cum ar fi acizii clorofenoxiacetici si
clorofenolii (Fiskesjo et al., 1981), aluminiul (Berggren & Fiskesjo, 1987),
sarurile metalelor grele (Liu et al., 1995), alte deseuri chimice industriale
(Fiskesjo, 1985), si pesticide (Franekic et al., 1994).

Radacinile rasadurilor de cereale crescute in diverse solutii reprezinta,
de asemenea, un sistem simplu pentru estimarea toxicitatii metalelor din sol si
apa, prin determinarea greutatii radacinilor. Efectele interactive ale aluminiului,
cadmiului, manganului, nichelului si zincului asupra cresterii radacinilor de
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Triticum aestivum au fost analizate ca model la raspunsul plantelor la stresul
provocat de metale si la identificarea interactiunilor aditive, antagonice,
sinergetice sau multiplicatorii (Taylor, 1989). A fost urmarit si efectul inhibitor al
ierbicidelor pentru controlul Poaceelor prin masurarea regenerarii radacinii
dupa indepartarea radacinii la Avena si a rasadurilor la Glycine (Fedtke, 1987).

Plantele cu crestere rapida, cum ar fi Sinapis alba sau Lactuca , au fost
utilizate pentru testarea efectelor toxice ale esterilor benzonitrilici, ale
anestezicelor si ale barbituriceelor (Kordan, 1988). in plus fatd de inhibarea
cresterii radacinilor, capacitatea de producere a antocianilor in radacini si
lastarirea rasadurilor de porumb au aratat o scadere odata cu cresterea
solubilitatii lipidelor datorata efectelor barbituaceelor (Kordan & Rengel, 1998).

Au fost utilizate ocazional coleoptilele unor rasaduri de cereale, lastari
sau segmente de lastari, frunze de la rdsaduri monocotiledonate si
dicotiledonate, in locul radacinilor, in vederea screening-ului toxicitatii (Jung et
al., 1986; Cutler & Jarvis, 1985). intr-o abordare timpurie a examinarii efectelor
fitotoxice ale surfactantilor, intreaga crestere a rasadurilor cultivati in vitro a
fost estimata prin determinarea greutatii plantelor proaspete dupa un timp lung
de incubare (150-270 de zile) cu concentratii diferite din substanta de testare
(Ernst et al., 1971). Prin acest test, a fost demonstrat ca surfactantii non-ionici
reduc cresterea si viabilitatea rasadurilor la concentratii mai scazute decéat
surfactantii ionici.

Dintre toate testele de genotoxicitate utilizate de-a lungul timpului,
numai testul Allium, testul micronucleilor Tradescantia, si testul de
mutagenitate Arabidopsis, au fost evaluate alaturi de testele de
carcinogenitate aplicate vertebratelor. Insa, cu exceptia testului Arabidopsis,
abilitatea acestor teste de a prezice capacitatea carcinogenetica a fost relativ
mica (Ennever et al., 1988).

Desi cateva sute de substante chimice au fost deja testate prin sisteme
de screening bazate pe plante, exista totusi o hiba imensa in intelegerea
mecanismelor de actiune ale toxinelor in plantele superioare. Aceste
mecanisme includ calea de absorbtie si acumularea intracelulara a substantei
chimice, situsurile celulare si modurile de actiune, deteriorarea structurilor
celulare, cinetica toxifierii si detoxifierii si relatia structura-activitate a
compusului. Au fost efectuate, pentru a investiga modificarile structurale si
deteriorarea celulelor radacinii cauzate de anumite ierbicide utilizate frecvent,
numeroase teste. Semintele de mazare, fasole, bob si porumb au fost supuse
unor concentratii diferite de clorsulfuron, metsulfuron metil, trialat si norflurazon
(substante active din diverse erbicide). Observatii la microscopul electronic au
dezvaluit diferite tipuri de schimbari in varfurile radacinii. Straturile celulare
secretoare si centrele de perceptie a gravitatii de la nivelul varfului radacininilor
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au fost afectate sever (Fayez et al., 1994; Fayez & Kristen, 1996). in plus la
aceste efecte, cromatina nucleara a fost alterata in celulele din varful radacinii
(Flaburiari & Kristen, 1996), si stresul survenit in urma aplicarii substantelor a
fost reflectat printr-o crestere a continutului de prolina in radacina (Fayez &
Kristen, 1996). Reducerea cresterii radacinilor primare a fost corelata cu
concentratiile de ierbicide utilizate. Toate aceste rezultate indica faptul ca
radacinile rasadurilor tinere reprezintd modalitati de testare potrivite, nu doar
pentru screening-ul poluantilor, dar si pentru studiile mecanismelor efectelor
toxice.

Diferite teste, bazate pe germinarea polenului si/sau testul bazat pe
cresterea tubilor poliniferi au contribuit de asemenea la intelegerea
mecanismelor de actiune toxica a poluantilor mediului. Examinarile la
microscopul electronic ale efectelor toxice ale metalelor grele si ale trietilului
pe tubi crescuti in vitro de la plante de Lilium (Roderer & Reiss, 1988; Sawidis
& Reiss, 1995) si tubi poliniferi de Nicotiana (Kandasamy & Kristen, 1989) au
oferit o0 noua perspectiva asupra mecanismelor de inhibitie a cresterii. Metalele
grele au interferat in primul rdnd cu procesele de secretie si procesele de
formare a peretelui celular. La varful acestei regiuni, peretele celular devine
neobisnuit de subtire datoritd acumularii anormale de material vezicular derivat
din aparatul Golgi; ca si consecinta, cresterea varfului radacinii a fost inhibata.
Datorita rolului important pe care il are gradientul de calciu in membrana
plasmatica la varful tubilor poliniferi, sinteza peretelui celular poate fi
modificatéd indirect prin interferenta metalelor cu canalele de calciu din
plasmalema. in general, parametrii luati in considerare atunci cand se
stabileste potentialul toxic al unor substante sunt inhibarea cresterii si moartea
celulard, acestia reflecta interferenta substantelor citotoxice cu structurile
celulare si/sau functiile esentiale pentru cresterea sau supravietuirea oricarei
celule eucariote. Aceasta teza, in mare bazata pe conceptul de citotoxicitate
bazala la mamifere (Barile, 1994) a fost utilizata recent pentru a stabilii modelul
actiunilor toxice si a interactiilor intr-o celuld ipotetica (Kristen, 1996). Tintele
celulare ale posibilului impact toxic au fost respiratia, transportul, fluxul
membranar si sinteza de proteine, lipide, carbohidrati. Toate aceste tinte sunt
prezente in majoritatea tipurilor de celule eucariote. Celulele vegetale fara
cloroplaste (celulele meristematice de exemplu) nu difera mult de celulele
animale in ceea ce priveste furnizarea de informatii despre toxicitate, daca se
ia ca si obiectiv citotoxicitatea bazala. Termenul de "citotoxicitate bazala” este
folosit aici conform urmatoarei definitii: toxicitatea bazala celulara, este
leziunea chimica a structurilor si/sau functiilor majoritatii celulelor eucariote
incapabile de fotosinteza (Kristen, 1996).
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O ,baterie de teste” in vitro, alcatuita din sisteme de celule animale sau
vegetale fara cloroplaste, ar putea acoperi un procent mare din efectele toxice
si ar putea reduce necesitatea multor teste in vivo pe animale.

Este posibil ca niciunul dintre testele descrise aici sa nu atinga un nivel
maxim de acuratete in vederea inlocuirii/reducerii metodelor in vivo pe animale
in domeniul toxicologiei vertebrate/lumane. Unele teste sunt prea ,incete”
pentru detectarea rapida a toxicitatii acute (de exemplu cele ce implica seminte
de orhidee, cereale, legume si castraveti); altele prezinta un anumit handicap
la nivelul peretelui celular sau de incapacitatea lor de a ramane fara perete
celular (de exemplu culturile de celule vegetale si testele pe protoplaste). Daca
protoplastele plantelor superioare ar putea fi pastrate stabile pentru cateva
ore, atunci ar reprezenta instrumente esentiale pentru testele de iritatie ale
pielii si ochiului pentru ca plasmalema lor nuda, foarte senzitiva, este in
principiu, similara cu membrana plasmatica a celulelor vertebrate.

Alte materiale prelevate de la plantele superioare cum ar fi segmente
de lastari, frunze si rasaduri verzi, sunt specializate pentru detectia toxicitatii
unor substante chimice (de exemplu ierbicide) ce afecteaza fotosinteza. Desi
aceste teste nu sunt candidate la testarea toxicitatii vertebratelor/oamenilor,
ele nu sunt complet insignifiante in ceea ce priveste testarea chimicalelor ce
sunt toxice pentru mediu si indirect pentru oameni.

in plus fatd de argumentele etice Impotriva experimentelor pe animale,
exista cateva motive biologice, tehnice si economice in favoarea metodelor de
testare a toxicitatii pe plante daca existd un interes pentru citotoxicitatea
bazala. In contrast cu culturile celulare umane/animale nediferentiate, celulele
si tesuturile vegetale in suspensie sunt capabile sa produca celule diferentiate
si apoi sa genereze indivizi uniformi din punct de vedere genetic si fertili. Acest
avantaj crucial al plantelor poate fi utilizat pentru a forma clone ale diferitelor
specii ca o sursa de seminte si polen omogene. Mai mult, pierderea
caracteristicelor de diferentiere in vitro cu timpul, ceea ce se intdmpla foarte
des in culturile de celule animale, este rar intalnitd Tn culturile de celule
vegetale daca se utilizeaza un mediu de cultura corespunzator.

Oricum, cele mai multe metode in vitro bazate pe plante nu necesita un
mediu de cultura pentru mentinerea pe termen lung al capacitatilor de
diferentiere deoarece ele se pot conserva sub forma de seminte si grauncioare
de polen uscate, pentru cel putin un an. Aceasta abilitate se bazeaza pe
cantitatea extrem de mica de apa a materialului, in contrast cu tesuturile
vertebratelor. Materialul frecvent utilizat in testele bazate pe plante este foarte
usor de manipulat. Semintele cerealelor si alte plante de cultura, la fel ca
polenul multor specii, reprezintd o sursa aproape inepuizabila si ieftina de
material biologic unic pentru producerea de rasaduri. Mediile de cultura pentru
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germinarea in vitro si cresterea acestor materiale sunt extrem de simple
deoarece semintele si grauncioarele de polen contin de obicei suficiente
nutrimente pentru a furniza energie pentru cateva zile.

Oricum, validarea oricarui test bazat pe plante alaturi de teste pe
vertebrate reprezinta o conditie prealabila pentru acceptarea sa ca o metoda
alternativa pentru testarea toxicitatii.

2. Testul Allium

Testul Allium a fost introdus de catre Levan (Levan, 1938) pentru
studiul efectelor colchicinei asupra cresterii radacinilor, si a fost utilizat apoi ca
o metoda standard in studiul aberatiilor cromozomiale (Grant, 1982). Levan a
ajuns la concluzia ca efectul colchicinei este specific si reversibil. Colchicina
actioneaza la nivelul fusului de diviziune, inactivandu-I. Modificarile survenite in
diviziunea celulara sub actiunea colchicinei se abreviaza prin ,mitoza-c’. in
anii urmatori Fiskesjo, a elaborat protocoale cu privire la tehnica de realizare a
testului  Allium, Tmbunatatind testul si modelandu-l pe necesitétile
experimentale. Astfel, procedura de realizare a testului Allium poate urmari fie
forma originald a testului Allium, in care radacinile cresc in apa pura (ex. apa
potabila de buna calitate). Cand radacinile au atins lungimea de 1-2 cm, se
ncepe aplicarea tratamentelor la intervale bine stabilite de timp (ex. 4 h sau 24
h). Pentru studiul detaliat al configuratiei cromozomilor (ex. ruperea
cromozomilor sau a cromatinei), se poate realiza un tratament aditional pentru
1-2 h cu 0,1% colchicina, inainte de pregatirea lamelor de examinat. Protocolul
poate urmari si forma modificata a testului Allium, cepele sunt plasate direct in
lichidul de testare. Lichidele de testat ar trebui schimbate zilnic. Ins& pentru a
reduce consumul de substante, se vor inlocui doar cantitatile ce s-au evaporat.
(Fiskesjo, 1985).

Cand o celula vie este expusa la actiunea unei substante chimice,
aceasta din urma poate produce urmatoarele efecte: fie efecte toxice ce
impiedica cresterea sau omoara celula, fie efecte genotoxice, ca de exemplu
ruperea cromozomilor sau mitoza-c, in ambele cazuri existand posibilitatea
transferului efectelor defectuoase urmatoarelor generatii celulare (Fiskesjo,
1994). Pentru studiul toxicitatii, Fiskesjo (Fiskesjo, 1985) propune o lista de
parametrii macroscopici standard, ce trebuie urmariti Tn studiul toxicitatii
anumitor compusi, cel mai important parametru macroscopic fiind lungimea
radacinii. Exista si alti parametrii care pot servi la teste preliminare, necesare
in stabilirea concentratiilor substantelor de testat, cum ar fi: restrictionarea
cresterii frunzelor verzi, turgescenta (duritatea varfurilor radacinii; este un
parametru ce evidentiaza gradul de toxicitate; la tratamente cu un grad mare
de toxicitate radacinile vor slabi si vor muri, astfel acest parametru fiind
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folositor Tn general in teste preliminare pentru stabilirea concentratiilor pentru
experiment) si schimbarea culorii (pe durata experimentului varfurile
radacinilor, la fel ca si intreaga planta, isi pot schimba culoarea, fie datorita
unui tratament cu o sare anume, cum ar fi albastru-verde de la suflatul de
cupru, fie varfurile pot deveni maronii din cauza efectelor toxice ce duc la
moartea celulelor). Ca si parametri standard sunt enumerati: forma radacinii:
formarea tumorilor (umflarea varfurilor radacinilor, concomitent cu mitoza-c;
acest fenomen este observabil dupa 3-5 zile; indoirea radacinilor sau a
varfurilor radacinilor (poate avea loc de exemplu, dupa tratamente cu saruri
metalice) si lungimea radé&cinilor. Orice efect vatamator are repercusiuni,
directe sau indirecte, in inhibarea cresterii radacinilor (Fiskesjo, 1995).
Lungimea radacinilor poate fi masurata in doua moduri: in mod normal,
lungimea intregii radacini este masurata cu un liniar in afara tubului de testare,
0 metoda ce da o singura valoare pentru fiecare bulb. Aceasta metoda permite
continuarea experimentului. O metoda mai precisa de masurare este
reprezentata de masurarea fiecarei radacini a fiecarui bulb, necesitand taierea
acestora si finalizarea experimentului.

Genotoxicitatea se refera la capacitatea agentilor clastogeni de a cauza
leziuni Tn materialul genetic (Tedesco & Laughinghouse, 2012). Tn studiul
genotoxicitatii se iau in calcul anumiti parametrii microscopici care ofera
informatii aditionale in legatura cu gradul de toxicitate al compusului studiat.
Indexul mitotic si caracterizarea mitozei sunt parametrii cei mai studiati la acest
nivel. Anumite caracteristici aparute in cursul mitozei pot furniza detalii
importante: aparitia anafazei timpurii (grupurile de anafaza nu sunt complet
separate, un numar ridicat indica o scadere a vitezei de diviziune celulara),
cromozomii lipiciosi (indica toxicitate mare, de obicei ireversibila, ce au ca si
efect probabil moartea celulard), punti intre cromozomi si/sau fragmente
cromozomiale (rezultate din ruperea cromozomilor sau a cromatidelor),
cromozomi ,vagrant” (efect slab in mitoza-c, indica risc de aneuploidie),
mitoza-c (efect toxic mic, poate fi reversibil, are loc dupa deformarea fusului de
diviziune). Indexul mitotic reprezinta raportul dintre numarul de celule aflate in
mitoza si numarul total de celule (Dragoeva et al., 2015)

Testul Allium are multiple domenii de aplicare, prin intermediul acestuia
fiind tesate atat substante cunoscute (pentru determinarea intervalului de pH,
substante solubile sau insolubile in apa) cat si substante necunoscute, in
general regasite in apa potabila, in apele naturale sau in deseurile menajere
(Fiskesjo, 1985).

Testul Allium prezintd anumite avantaje si dezavantaje. Dezavantajele
se leaga in principiu de compozitia chimicad a substantelor de testat. De
exemplu, pentru testarea mixturilor in care se gasesc compusi insolubili in apa,
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este necesara solubilizarea in prealabil a acestora cu cantitati cat mai mici de
reactivi precum etanolul, metanolul, cloroformul etc., aceste substante putand
introduce erori in rezultatele testului (Fiskesjo, 1993). Un alt dezavantaj se
leaga de sensibilitatea ridicata a testului, spre exemplu, pot exista efecte
pozitive n cazul testului Allium atunci cand se testeaza compusi care in mod
normal nu sunt considerati daunatori atunci cand se iau in considerare
organisme mai mari (de exemplu cand se realizeaza teste pe pesti), din acest
motiv extrapolarea rezultatelor testului la un alt sistem de test (si eventual la
oameni) ar trebui sa fie bazat pe rezultatele unei ,baterii de teste”, luand in
considerare caile metabolice ale compusului testat (Fiskesjo, 1995). Un alt
dezavantaj al testului Allium este acceptarea generala, problema intalnita la
toate sistemele de test pe plante, datorita faptului ca celulele vegetale sunt
diferite din punct de vedere fiziologic si departate din punct de vedere
filogenetic de celulele animale (Grant, 1982). Totusi, celulele radacinii de
Allium cepa, la fel ca si tubii poliniferi crescuti in vitro, sunt lipsite de
cloroplaste, sunt sisteme non-fotosintetizatoare si, prin urmare, gratie reactiilor
lor citotoxice sunt mai apropiate de tesuturile si celulele vertebratelor fata de
organele plantelor ce contin cloroplaste (Kristen, 1997). Avantajele testului
Allium sunt insa mult mai numeroase in raport cu dezavantajele prezentate.
Un avantaj de baza al acestui test este timpul scurt in care se poate desfasura
experimentul propriu-zis: doua zile pentru pregatirea cromozomilor si
aproximativ 3-4 zile pentru masurarea cresterii radacinilor. De asemenea
materialul utilizat (bulbii de ceapa) sunt ieftini, usor de obtinut, depozitat si
manipulat, iar echipamentul necesar este minimal: recipiente, rafturi pentru
recipiente, microscop optic, aparat de fotografiat (Fiskesjo, 1993). Alegerea
materialului pe care se desfasoara experimentul este potrivitd deoarece:
ceapa (Allium cepa L.) are o dinamica de crestere a radacinii foarte sensibila la
poluanti, fazele mitotice sunt foarte clare la ceapa, are numar stabil de
cromozomi (2n=16), cromozomii prezinta diversitate morfologica, prezinta
raspuns clar si rapid la substante genotoxice, au loc rar deteriorari
cromozomiale spontane (Firbas & Amon, 2013). Allium cepa L. (2n=16) este
cel mai folosit material vegetal pentru studiul toxicitatii, insa si alti membrii ai
genului, cum ar fi A. carinatum L. (2n=16), A. cepa var. proliferum (2n=16), A.
fistulosum L. si A. sativum L. (2n=16), sunt folositi pentru teste de
mutagentitate, totusi cea mai larga utilizare o are A. cepa. In cariotip, A. cepa
prezintd 8 prechi de cromozomi dupa cum urmeaza: 5 perechi de cromozomi
cu centromerul situat metacentric spre submetracentric (cromozomii 1,2,3,5,8);
doua perechi cu centromerul amplasat submetacentric (cromozomii 6,7); si o
pereche de cromozomi cu sateliti (cromozomul 4). Cromozomii sunt relativ
mari, cu o medie de 10 ym, ceea ce face ca observatiile la acest nivel sa fie
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simple (Grant, 1982). in plus, testul Allium reprezintd un model in vivo
excelent, in care radacinile pot creste in contact direct cu substantele de
interes (Tedesco & Laughinghouse, 2012).

Testul Allium combina doua obiective: mutagenitatea si toxicitatea.
Toxicitatea este masurata prin observarea inhibarii cresterii radacinilor iar
mutagenitatea este corelata cu rata ruperii cromozomilor (sau aberatii
observate la acest nivel). Sensibilitatea testului Allium este la acelasi nivel ca,
de exemplu, sistemele de testare ce utilizeaza alge sau limfocite umane. Multe
teste pe diverse organisme, au dat rezultate similare, comparabile cu
rezultatele testului Allium, fapt ce face ca acest test sa fie un test de incredere
ca si test de screening (Fiskesjo, 1985).

CONCLUzII

Testele de fitotoxicitate necesitd o atentie deosebitd Tn vederea
optimizarii si modelarii lor pe necesitatile aparute sub influenta factorilor
antropici. Testele de fitotoxicitate reprezinta alternative ieftine si eficiente la
testele clasice de toxicitate. Directia de cercetare din ultimii ani merge spre
dezvoltarea unor sisteme de test care sa intre in alcatuirea unei ,baterii de
teste” cu scopul Tinlocuirii totale sau partiale intr-un procent mare al
experimentelor efectuate pe vertebrate.
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