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Rezumat
in lucrare sunt prezentate date comparative ale profilului meiotic al anterelor la plantele
de floarea-soarelui fertile si androsterile (cu sterilitate citoplasmatica si cu sterilitate
indusd de gibereline). Analiza macro- i microscopica a anterelor fixate in preparate
citologice a pus in evidentd actiunea AG, prin intarzierea/inhibarea semnificativa a
fazelor de dezvoltare a meiocitelor, asociate cu diverse anomalii si aberatii cromozomiale
in microsporogeneza plantelor cu ASI si blocarea iniierii meiozei la cele cu ASC. AG,
a indus formarea cromozomilor retardatari, puntilor meiotice, micronucleilor, migrarea
cromozomala precoce in 64% din meiocitele la plantele cu androsterilitate indusa.
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Introducere

Interesul economic pentru ameliorarea culturilor de floarea-soarelui este determinat

de productia semintelor, al carui potential biologic poate fi sporit prin cunoasterea

exhaustiva a particularitatilor citogenetice si fiziologice de reproducere. Micro- si

macrosporogeneza este frecvent perturbata de numerosi factori biotici si abiotici externi

sau de cei interni, asa cum se intampla, deseori, in cazurile hibridizarii interspecifice.

Premisele de baza in optiunea cercetatorilor pentru hibridizarea interspecifica, in calitate

de metoda de ameliorare a rezistentei sistemice si specifice la patogeni, salinitate si

aciditatea solului, secetd, precum si de identificare a surselor noi de gene asociate
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androsterilitatii si restaurarii de fertilitate, sunt determinate de epuizarea fondului de
germoplasma a florii-soarelui cultivata [1, 10, 15].

Diversitatea mare a speciilor (perene si anuale, grad diferit de ploidie) din genul
valoroase [1]. In acelasi timp, aceasta heterogenitate genetici este si cauza multiplelor
anomalii Tn dezvoltarea gametofitului masculin, soldate cu sterilitatea polenului la
descedentii interspecifici (F, BC)) si care sunt explicate sumar prin diferentele in
genomul formelor parentale, chiar si atunci cand ambele sunt diploide [2, 10, 13].

O forma de manifestare a incompatibitatii genetice este fenomenul androsterilitatii
citoplasmatice (ASC), exploatat pe larg in obtinerea hibrizilor cu grad inalt de
heterozis. Actualmente sunt cunoscute peste 70 de surse ASC, majoritatea fiind obtinute
prin incrucisarea dintre specii indigene anuale si cele de cultura, de ex. H. annuus,
H. petiolaris, H. argophyllus etc [11].

Investigatiile citogenetice ale androceului care au evoluat odata cu descoperirea de
catre Leclerq (1969) a primei surse stabile de ASC (PET1) la floarea-soarelui, au pus in
evidenta caracteristici diferite ale mecanismului de inducere a sterilitatii, degenerarea
tesutului sporogen avand loc in premeioza, diferite faze ale meozei I si Il si chiar
post-meioza [5, 6, 7, 8]. Au fost propuse diferite teorii, insa cauzele acestor diferente
temporale in degenerarea gametilor masculini raman in continuare neelucidate.

Natura aloplasmica a ASC, determinatd de hibridarea interspecificd si expresia
diferitd a acestui caracter la genotipurile in care s-a realizat introgresia de gene, confera
actualitate i importanta studiilor citogenetice in cadrul progkamelor de selectie si
ameliorare a germoplasmei de floarea-soarelui. Un interes cognitiv deosebit este si
specificul microsporogenezei la plantele cu sterilitate masculina cauzatd de gametocide
(ASI), care nu are la baza disfuntionalitati generate de structura genetica diferita.
Unul din cele mai eficiente gametocide se considera acidul giberelic (AG,), studiat
prepondirent in aspectul stabilirii concentratiei si fazei de aplicare [14, 17].

Lucrarea prezinta analiza comparativa a profilului citologic al diviziunilor meiotice
la plantele de floarea-soarelui fertile si androsterile (cu sterilitate citoplasmatica sau
ereditara si cu sterilitate indusa de gibereline).

Material si metode de cercetare

Materialul biologic de cercetare este reprezentat de doud linii consangvinizate de
floarea-soarelui din colectia de germoplasma a asociatiei A.M.G AGROSELECT, or.
Soroca: SW501 (linia izogena B, citoplasma H. anuus) si SW501ASC (linie izogena A,
citoplasma sterila H. petiolaris Nutt.).

Conditiile de cultivare si obtinere a plantelor cu androsterilitate indusa. Modelul
experimental a constat in blocuri randomizate, fiecare parcela cu 6 randuri a cate
25 plante/rand cu distanta de semanat de 70 x 35 cm, fiind respectatd tehnologia de
cultivare recomandata.

Cresterea si dezvoltarea plantelor a fost monitorizata in functie de etapele fenologice
principale VE, V, R1-5 pentru a controla si evita dezvoltarea bolilor. Pe inflorescenta a
20-25 de plante/varianta a fost aplicat izolatorul in scopul confirmarii fenotipului (fertil
sau steril) al plantelor.

Giberelinele au fost aplicate pe un numar de 50 - 55 de plante din fiecare varianta
de studiu tratate prin pulverizare cu solutie apoasd de acid giberelic in concentratie
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de 0,01% direct pe inflorescentd in faza de butonizare R-2 [9] in raport cu un numar
similar de plante — martor (stropite cu apa distilatd). Astfel, variantele de studiu au
inclus un fenotip al anterelor fertile (SW501) si trei fenotipuri (SW501ASC, ASI-AG,
s ASC-AG,) ale celor sterile.

Analiza macro- si microscopica a anterelor. Analiza morfometricd a butonilor
florali si anterelor s-a realizat cu sublerul digital si ulterior la microscop (x64)
prin intermediul unui soft specializat (Future Optics Sci. & Tech.). Principiul de
masurare si stabilirea corelativa a fazelor microsporogezei au fost descrise in lucrarea
publicata anterior [4].

Cercetarea fazelor succesive ale formarii gametilor masculini s-au efectuat pe
aceeasi inflorescenta (faza R3, 4,5 cm 1n diametru) prin selectarea si detasarea florilor
tubulare de dimensiuni mai mici de 1,0 mm si de la 1,0 pana la 5,0 mm. Pentru fiecare
caz experimental au fost examinate 15 antere extrase de la 5 butoni florali/per faza din
3 inflorescente (3 repetitii individuale).

Preparatele pentru analiza citologica prin microscopie fotonica au fost obtinute din
antere fixate in etanol: acid acetic (3:1) timp de 24 ore la temperatura camerei, spalate
in mai multe reprize cu alcool etilic de 70% si colorate in acetocarmina de 1%.

Fotografiile au fost realizate la microscopul fotonic (XSZ-206T, Ningbo
Wason Optical Instrument Co.,L.td) dotat cu camera CCD (MEMI1300, Future
Optics Sci. & Tech.), utilizand obiectivele cu factorul de marire 10X, 40X, 100X la
ocularul de 16X.

Estimarea semnificatiei diferentelor s-a realizat prin intermediul testului-t, p<0,05
prin aplicarea formulelor de calcul statistic ale aplicatiei Microsoft Excel. Datele din
tabele reprezinta valorile medii si eroarea mediei/abaterea standard.

Rezultate si discutii

Caracteristica celulelor mama polinice in antere. Analiza preparatelor citologice
a pus 1n evidentd fazele de diferentiere a meiocitelor pana la graunciorul de polen in
cazul plantelor fertile sau pana la etapa de degradare a acestora la plantele sterile.

Astfel, butonii florali de 1,0 mm la plantele fertile gi androsterile contin preponderent
meiocite in leptoten. La aceastd etapa, spiremul este format la ambele linii izogene.
Populatia heterogend de meiocite devine omogena in pachiten, in florile tubulare de
1,5 mm. Majoritatea celulelor tapetale initial uninucleate, in aceastd faza se divid
formandu-se doud si mai rar trei sau patru nuclee de dimensiune si forma diferita:
sferica, ovald sau alungita.

Cresterea si dezvoltarea ulterioara a organelor generative este asociata cu trasaturi
specifice microsporogenezei florilor fertile si sterile.

La linia fertila, diachineza n tranzitie spre metafaza si urmatoarele etape succesive
din meioza reductionald si cea ecuationala decurg rapid comparativ cu profaza I, fiind
observate populatii mixte de meiocite in preparatele obtinute din anterele florilor
tubulare de 2,4-2,9 mm, fapt care a determinat includerea acestora intr-o faza generala
de studiu — diviziuni.

La sfarsitul meiozei I, printr-o citochineza simultand si depozitarea calozei se
separa patru nuclei haploizi formandu-se tetradele cu microspori. Plasmalema celulelor
tapetale devine din ce in ce mai alungita, capatand un aspect de plasmodiu extins in
interiorul lojei staminale, cu nuclee intens poliploidizate.
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Dezvoltarea post-meioticd a microsporilor, inclusiv individualizarea si eliberarea
acestora din tetrada, depunerea exinei primare, formarea echinulatiilor evolueaza
corespunzator speciei, fiind pusa in evidentd dezintegrarea treptatd, sincronizatd a
tesutului tapetal.

Microsporangiile liniei SW501ASC atesta distrugeri ale meiocitelor in subfazele
pachiten, pachiten-diploten in proportie de 80-90%, care raméan blocate in dezvoltare
pe tot parcursul cresterii anterei. Majoritatea celulelor sporogene degenereaza, insa
in unii butoni florali cu dimensiuni mai mari de 2,5 mm a fost remarcat un numar
foarte mic de microsporocite in diachineza, metafaza, anafaza, telofaza din ambele
diviziuni meiotice, toate prezentand alterari ale formei si dimensiunii. Tetrade nu au
fost depistate.

Aplicarea exogend a AG, asupra plantelor fertile a indus modificari semnificative
in celulele reproductive, acestea prezentand o forma distorsionatd cu semne de colaps
prematur. Particularitatile structurale anormale, caracteristice sterilitafii masculine
au fost evidentiate In toate etapele microsporogenezei, stabilite prin asociere cu
dimensiunea florilor tubulare la plantele fertile.

Anterele din butonii florali de pana la 1,5 mm in lungime, corespunzator fazei
leptoten la plantele fertile contin meiocite aflate preponderent in premeioza si doar un
numar foarte mic (unul sau doud in campul de vedere) in leptoten. De asemenea, au fost
constatate conglomerate de membrane si celule aglutinate. O caracteristica importanta
la acest stadiu de dezvoltare este ca celulele tapet slab colorate contin un numar mai
mare de nuclee fata de cele ale plantelor de control, care sunt mononucleate. Cresterea
in dimensiuni a anterelor prezinta leziuni vizibile in dezvoltarea celulelor reproductive.
Majoritatea meocitelor raiman blocate in premeioza, fiind observate in cazuri separate
cateva celule 1n leptoten si pachiten. Acestea sunt mai mari si cu forma neregulata spre
deosebire de meiocitele bine conturate din microsporangiul anterei normale.

In anterele florilor tubulare de 2,0-2,5 mm (faza de diviziuni) tapetumul este
neuniform colorat si hipertrofiat, ocupand aproape in totalitate cavitatea sacului
polinic. Similar plantelor netratate, celula tapetala a avut preponderent doud nuclee,
dar diferite ca forma, mult mai alungitd iar in unele cazuri cromatina indica o stare
de condensare ireversibila (picnoza). Populatii foarte mici eterogene de meiocite in
premeioza, leptoten, zigoten si pachiten au fost observate. Unele dintre ele sunt bine
conturate, cu citoplasma intens coloratd, altele reprezinta celule aberante recunoscute
dupa anomalii ale nucleelor, plasmolizare si lipsa peretelui celular.

In preparatele citologice ale anterelor tratate au fost relevate tetrade, insa majoritatea
dintre ele cu pereti subtiri, cu forma si dimensiune diferita, fragmentati cu reziduri
de material dens colorat in centrul microsporului. Dintre caracteristicile semnificative
post-meioza ale sterilitatii masculine induse pot fi mentionati microsporii plasmolizati
fara o structurare adecvata a peretelui, conglomerate de membrane calozica si nuclee
aglutinate, incapacitatea de a mentine o citoplasma intens-colorata, tapetum persistent
si deteriorat selectiv. Este important de remarcat ca, in preparatele unor antere tratate,
mai mari de 3,5 mm se constatd loculi cu populatii omogene de spori sterili adiacent
celor lipsiti total de microspori.

Tratarea cu AG, a plantelor cu ASC a inhibat procesele care asigurd intrarea
meiocitelor in diviziunile meiotice. Tesutul tapetal este exagerat de hipertofiat, cu
tendintd accentuatd de aglutinare. In unele preparate ale anterelor de 1,5 mm au fost
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observate celulele tapet cu unul si mai multi nuclei aldturi de celule degradate si
conglomerate de nuclee expulzate din celule. Cresterea anterelor pana la dimensiuni
corespunzator fazelor de diviziuni, tetrade si microspori indica unul si acelasi tablou:
meiocite blocate In premeioza, unele cu dimensiuni reduse iar altele mult mai mari,
celule cu nucleu periferic, citoplasma transparentd, fragmente de membrane, nuclee
libere, degradate.

In baza rezultatelor obtinute se poate afirma ci fenotipul celulelor mama polinice
si tapetale al anterelor sterile releva cu certitudine abateri esentiale in desfasurarea
normali a meiozei, fapt ce indici inevitabil asupra aberatiilor cromozomiale. In cazul
plantelor liniei SW501ASC, inclusiv celor tratate cu giberelind, numarul foarte redus
de meiocite observate, blocate in etapa incipientd a meiozei si respectiv in premeioza,
asociat cu conglomerate de celule distruse este irelevant in contextul analizei
iregularitatilor meiotice.

Aberatii cromozomiale in meioza I si II. Profilul citologic al staminelor
analizate la plantele cu sterilitate de tipul ASI a pus in evidenta o serie de anomalii
cromozomiale, reprezentate prin cromozomi retardatari, expulzati din celula,
picnotici, aglutindri cromatice, corpuri si fragmente cromatice, punti, micronuclei si
microcite etc. (figura 1).

g Y

Fig. 1. Tipuri de anomalii meiotice identificate in anterele de floarea soarelui cu
androsterilitate indusa. a- transferul cromatinei intre doua celule mama polinice in pachiten;
b- picnoza; ¢ - telofaza II cu pozitie iregulard a nucleilor; citoplasma in proces de dividere/
citochineza asimetrica /inegald formand celule cu unu si trei nuclei; d - micronuclei in
telofaza [; e - cromozomi neorientati in metafaza II (sageatd); f - asincronizare in diviziunea
celulara, cu cromozomii la un pol in metafaza II si la celalalt in anafaza II; g - dezorganizarea
cromatinei in pachiten (sdgeata); h - migrare precoce a cromozomilor la poli in metafaza I;
i - cromozom retardatar in anafaza I; j - cromozomi lipiciosi in anafaza II; k - cromozom
retardatar in anafaza II; 1 - Punte meiotica in anafaza II; Bara: 15 pm (a,b,c, e, f, g, j);
5pm (d, h, i, k, 1).

Din numarul total de 2175,86+5,13 celule analizate, s-a constatat ca acestea se
intalnesc intr-un procent (64,0+0,27%) destul de nalt (tabelul 1).

Tratarea cu AG, a determinat un proces intens de heterocromatinizare in faza
leptoten, urmat de clusterizarea cromozomelor identificata in preparate ca aglutinarea
unei mase variabile de cromozomi §i care se observa in 26% din celulele analizate in
metafaza I si 33% in cele din metafaza diviziunii meiotice II. Separarea unor astfel
de cromozomi 1n anafaza I si II s-a realizat cu abateri, cauzand 1n anumite cazuri,
formarea puntilor, fragmentelor si devierilor in migrarea acestora spre poli (figura 1£f,1).
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Fragmentele cromozomale, ulterior formeaza micronuclei in telofaza I si 11, 65% si
respectiv 43% din meiocite (figura 1d).

Tabel 1. Ponderea aberatiilor cromozomiale in anterele plantelor fertile in norma si
tratate cu AG,.

SW501 SW501+AG,
Faza Tipuri de aberatii meiocite
melozel cromozomiale analizate cu anomalii analizate cu anomalii
(nr.) (%) (nr.) (%)
Total, meocite anallz.ate !a diferite faze ale 2175.8645.13 0.8240,04 1062.2642.70 64.000,27
meiozei
Cromozomi neorientati 55,05+0,68
+ + 1+

Metafaza I Cromozomi lipiciosi 302,46+0,54 1,76 0,17 155,00+0,83 25.95:0.53
Anafazal | Cromozomi retardatari 312,73+1,33 0,68 £0,16 140+0,93 52,19+2,41
Telofaza I | Micronuclei 323,40+1,48 - 150,83+2,55 64,90+0,39
Profaza Il | Micronuclei 299,20+2,41 2,58 +£0,19 151,00+2,81 67,65+2,83
Migrare cromozomiala precoce 305,40+1,00 0,69+ 0,16 154,93+0,90 33,09+0,58

Metafaza 11 e
Cromozomi lipiciosi - 32,53+0,41
Cromozomi retardatari - 59,12+0,60
Anafaza II Punti cromozomale 315,40+1,00 ] 155,26+0,82 13.5240.52
Telofaza II | Micronuclei 317,26+0,36 - 154,73+0,74 43,08+0,60

Nota: diferentele fati de martor sunt semnificative la p<0,05

Celulele cu punti ana-telofazice II (14%) identificate in preparatele temporare,
ar putea fi rezultatul atat al unei separari deficiente a cromozomilor, cat si al sudurii
portiunilor terminale ale cromatidelor surori, care au suferit deletii terminale.
De asemenea, In metafaza 1 au fost observati cromozomi neorientati (55%), iar in
metafaza II migrari precoce ale cromozomilor (33%) (figura le,h).

Numarul de meiocite cu aberatii depistat la plantele cu fenotip ASI este diferit de
la o faza la alta, cele mai multe anomalii fiind observate in metafaza I (80%) si anafaza
IT (72%). Cel mai frecvent intdlnite au fost meiocitele cu micronuclei, in special in
telofaza I i profaza II (figura 1d).

Un alt gen de iregularitate observat include si fenomenul de asincronie in
aceiasi celuld, de ex. cromozomii la un pol in metafaza II si la celdlalt in anafaza II,
(figura 1f). Evenimente de citomixie au fost observate in special in stadiul timpuriu al
profazei I (figura 1a).

Lavarianta fertild, de asemenea, au fost constatate unele anomalii meiotice (migratii
precoce, cromozomi neorientati i retardatari si micronuclei) insa, frecventa acestora
nu a depasit valoarea de 1%.

Anomalii ale tetradelor si viabilitatea polenului. Dupa doua diviziuni meiotice,
plantele fertile de floarea-soarelui aveau loculii anterelor plini de microspori aranjati
tetraedric cu aspect caracteristic, care ulterior se vor transforma in grauncioare
de polen. Anterele plantelor cu ASI, de asemenea au continut tetrade, nsa intr-
un numar foarte mic si asociate cu produse post-meiotice atipice (71,31+4,06% din
numarul total de produse post-meiotice analizate), precum monade, diade, triade si
poliade (figura 2a-f).

Putinele tetrade (28,68+4,60%) cu aspect tipic indica asupra unui numar mare de
aberatii cromozomiale din diviziunile meiotice asociate si cu alte evenimente interne,

111


http://code-industry.net/

Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 3(333) 2017 Genetica, Biologia moleculara si Ameliorarea

care au loc la nivelul celulelor tapetale. Produsele post — meiotice atipice demonstreaza
prezenta iregularitatilor in orientarea fusului de diviziune in meioza II.

% 99,21 i
00 = PPM tipice

i & PPM atipice
80 A 71,31
60 -
40 - 28,6
201 1,19
0 - T 1
SW501 SW501+AG3
1

Figura 2. Tipuride anomalii ale poduselor post-meiotice (PPM)identificate in anterele
plantelor de floarea — soarelui cu androsterilitate indusa si ponderea (%) acestora.
I — ponderea procentuala a PPM tipice si atipice la varianta martor (SW501)si tratata cu
giberelina; II. tipuri de anomalii ale poduselor PPM: a — monadd cu micronuclei; b — diada,
c. — triada, d — tetrada cu un microcit; e — pentada,; f— poliada. Bar = 20 um.

Astfel, procentual tetradele cu microciti §i micronuclei au fost cele mai multe
urmate de poliade (tabelul 2).

Alte carcateristici ale fenotipului cu androsterilitate indusa de gibereline includ
microspori cu dimensiuni reduse, cu conturul celulelor distorsionat conferind un aspect
de “’stafida”, plasmolizate intens, lipsa echinulatiilor si alte aspecte (figura 3).

Tabel 2. Ponderea procentuali a produselor post — meiotice cu anomalii in anterele
plantelor fertile si cu ASIL.
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Nota: Datele reprezinti valoarea medie a 15 antere. Diferentele dintre varianta martor si tratatd cu
AG, sunt semnificante (p<0,05).

Analiza gradului de fertilitate a polenului in anterele atrofiate de actiunea AG, la
linia SW501 a evidentiat valori foarte mici de 10-13% de polen aparent fertil, spre
deosebire de plantele liniei SW501 la care polenul a fost fertil in proportie de 99-100%,
estimat dupa aspectul morfologic, caracteristic speciei si testului de culoare cu carmina
acetica — pozitiv.
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Figura 3. Carcateristici morfologice ale microsporilor asociate cu sterilitatea in
anterele plantelor de floarea soarelui cu androsterilitate indusa cu AG,. I - aspect general
al anterei. a- pline cu microspori fertili la varianta martor (SW501)si b — microspori sterili la
varianta tratata cu giberelina; II - caracterisici ale microsporilor cu fenotip steril: a —fertili;
b — fara continut; ¢ — cu aspect de stafida; d — plazmolizati. Bar = 20 um.

Generalizad rezultatele obtinute putem afirma ca analiza citologicd comparativa
a anterelor fertile, cu sterilitate citoplasmaticd si cu androsterilitate indusa releva
actiunea gametocida a giberelinei prin blocarea initierii diviziunilor meiotice la plantele
cu ASC si intarzierea/inhibarea semnificativa a fazelor de dezvoltare a microsporilor,
asociatd cu diverse anomalii In diviziunile meiotice si de structura la fenotipul ASI.
Efectele AG, care se reflecta prin hipersecretia calozei cu formare de conglomerate
membranare, pollmorﬁsmul inalt in dimensiunea si forma microsporilor, hipertrofia si
endopoliploidia celulelor tapetale, etc. poarta in mare parte un caracter nespecific fiind
similare cu cele ale altor gametocide utilizate in inducerea sterilitatii la floarea-soarelui,
cum ar fi cele mentionate la tratarea plantelor cu benzotriazol de 1,5% [12], diferite
concentratii de benzo(a)pyrene [3], ethrel [11], dimetilsulfat [16].

Concluzii

Analiza citologica comparativa a anterelor fertile, cu sterilitate citoplasmatica
si cu androsterilitate indusa releva particularitagi specifice procesului de blocare
a microsporogenezei si inducere fenotipicd a sterilitatii polenului, determinate
de distrugeri ale meiocitelor in subfazele profazei I in proportie de 80-90%, care
raman blocate in dezvoltare pe tot parcursul cresterii anterei la SW501ASC si
intarzierea/inhibarea semnificativa a fazelor de dezvoltare a microsporilor, asociatd cu
anomalii in diviziunile meiotice si de structura la plantele cu ASI.

AG, a indus diverse iregularitai si aberatii, inclusiv cromozomi retardatari, punti
meiotice, micronuclei, migrarea cromozomala precoce in 64% din meiocitele analizate
la SW501 asociate formarii unui fenotip steril, in timp ce la plantele SW501ASC+AG,
a blocat initierea diviziunilor meiotice.
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Anterele plantelor cu ASI s-au evidentiat printr-un continut inalt (71,31%) de
produse post-meiotice atipice precum monade, diade, triade si poliade, microspori
cu dimensiuni reduse, conturul celulelor distorsionat, plasmolizate intens, lipsa
echinulatiilor caracteristice speciei.
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