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STUDIUL DIVIDERILOR MITOTICE iN MERISTEMELE
RADICULARE LA ORZ iN DIVERSE CONDITII DE
INFECTII VIRALE

Andronic Larisa, Jacota A., Grigorov Tatiana, Bujoreanu V.
Institutul de Genetica i Fiziologie a Plantelor al ASM
Introducere

Estimarea particularitatilor proliferarii celulelor vegetale, inclusiv a  celor
meristematice, cuprinde multiple aspecte privitor la reactivitatea plantelor fata de diversi
factori [28]. Celulele meristematice sunt celule ce reactioneaza rapid si activ la factorii
endo- si exzogeni [27]. Conservatismul proceselor proliferative asigurd posibilitatea
utilizérii diferitor parametri a dividerilor mitotice in studiile de monitoring. Conform
datelor mai multor autori, in cercetarile citogenetice in calitate de test-sistema comoda
si sensibild serveste orzul - culturd bine studiata din punct de vedere genetic [18]. Orzul
dispune de sapte perechi de cromozomi pentru care sunt descrise si localizate mai multe
gene si mutatii ale acestora. Tot odata, orzul reprezintd gazda virusului mozaicului
dungat al orzului, patogen pentru care au fost descrise efecte genetice, asa cum ar fi
inducerea de triploizi si aneuploizi la orz [15] si grau [9]. Virusul mozaicului dungat al
orzului (VMDO) este raspandit in toate tarile cultivatoare de cereale, inclusiv Moldova,
provocand maladii majore la orz si grau ce contribuie la reducerea recoltei cu cca 25%.
Particulele virusului mozaicului dungat al orzului au fost descrise in toate tesuturile
plantelor infectate [7]. Inca in 1967 Gardner [3] a descris prezenta virionilor VMDO in
polen si ovule, precum si 1n interiorul nucleelor. Experimental virusul poate fi propagat
prin polen si seminte in proportie de 60-80% in dependenta de tulpind si genotipul
gazdei [6]. Conform rezultatelor cercetarilor noastre anterioare virusul mozaicului
dungat al orzului contribuie la majorarea frecventei schimburilor intre cromatidele
surori, inducand un efect clastogen.

Pentru extinderea studiului genotoxic cauzat de infectiile virale la plantele de
culturd ne-am propus drept scop a aprofunda cercetarile citogenetice ale dividerilor
mitotice 1n cazul infectarii cu VMDO separat sau in complex cu razele gama — factor
pentru care modul de influentd asupra sistemelor biologice este bine studiat.
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Materiale si metode

In cercetare au fost utilizate trei soiuri de orz de primavara (Hordeum vulgare
L., 2n=14): Sonor, Unirea si Galactic. In corespundere cu obiectivele preconizate
semintele de orz au fost iradiate cu raze gama in dozele de 100Gy, 150Gy si 250Gy.
Plantele din loturile experimentale, atat cele derivate din seminte iradiate, cat si din
cele netratate, au fost infectate mecanic cu extract al virusului mozaicului dungat al
orzului. In calitate de martor au servit plantele sinitoase, inoculate cu apa distilata
si care au prezentat rezultate negative la expertiza virusologicd. Testarea materialului
semincer si a plantelor la prezenta virionilor a fost realizata prin aplicarea tehnicii de
contrastare negativa [20].

Pentru studii citologice semintele au fost germinate In conditii de Intuneric, pentru
a exclude influenta ritmurilor de lumina asupra valorii indicelui mitotic [26]. Varful
radacioarelor ce au atins lungimea de cca 2-3 cm au fost fixate in amestec de acid
acetic:alcool (3:1). Ulterior probele au fost spalate in apa distilata, plasate pe lame de
sticla si strivite mecanic, apoi colorate cu acetocarmin.

Datele au fost prelucrate statistic, utilizandu-se analiza variantei [1].

Rezultate si discutii

In studiile citogenetice ale mitozei cu succes se utilizeaza mai multi parametri,
inclusiv indicele mitotic si frecventa micronucleelor [11]. Indicele mitotic reflecta
reactia genotipului la actiunea diferitor factori, reprezentdnd mecanismul de adaptare
a organismului exprimat la nivel celular orientat spre mentinerea homeostazei in
sistemele celulare. Indicele mitotic constituie un criteriu important utilizat in aprecierea
proceselor de proliferare [30].

Conform rezultatelor studiului citologic valoarea indicelui mitotic la genotipurile
analizate a constituit 10.44 la soiul Galactic, 12.39 la soiul Sonor si 12.7 la soiul Unirea.
Materialul semincer capatat de la plante virus infectate gi/sau iradiate a prezentat
valori sub media estimata in varianta martor (figura 1). Cea mai majora reducere a
valorii indicelui mitotic la soiul Galactic a fost constatatd pentru lotul cu aplicare
complexa a virusului mozaicului dungat al orzului si a razelor gama in doza de 250Gy
(o micsorare cu 69% fata de martor). O scadere proxima a valorii indicelui mitotic a
fost remarcata si in varianta cu utilizare doar a razelor gama in aceiasi doza (250Gy).
Impactul cauzat de razele gama in doza de 100Gy, precum si 150Gy a fost mai
lejer in cazul plantelor virus infectate (diferente intre variantele experimentale statistic
confirmate pentru P <0.05). Tabloul constatat la celelalte doua soiuri, Sonor si Unirea,
a prezentat tendinte similare Tn modificarea valorii indicelui mitotic. La soiul Sonor
infectia virala a cauzat reducerea numadrului celulelor mitotice cu o valoare proxima
razelor gama in doza 100Gy si 150Gy. La iradierea semintelor cu raze gama in doza
de 250Gy indicele mitotic a scdzut cu cca 62%, detindnd practic aceiasi valoare si la
lotul cu actiune combinati (63%). In cazul soiului Unirea virusul mozaicului dungat al
orzului a contribuit la majorarea efectului depresiv al razelor gama in doza de 150Gy
si reducerea impactului radiatiei in doza de 250Gy (in ambele cazuri diferentele intre
variantele experimentale au fost statistic confirmate pentru P < 0.05).
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Figura 1. Valoarea indicelui mitotic in ridacioarele de orz a semintelor capatate din
plante infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului si/sau iradiate cu raze gama.

In literatura de specialitate sunt prezentate multiple date privitor la inhibarea
mitozei la plantele de culturd, inclusiv orz, sub actiunea diferitor factori, preponderent
chimici. Astfel, este descrisa reducerea valorii indicelui mitotic la orz in rezultatul
actiunii dioxidului de sulf [21], compusilor oxigenati [ 16], unor insecticide si fungicide
in diverse concentratii [18].

Se considera, cd fluctuatiile valorice ale indicelui mitotic reflecta direct intensitatea
reactiilor fiziologo-biochimice, iar ritmul modificarii este dependent de viteza reactiilor
fermentative [24]. Reducerea valorii indicelui mitotic sub actiunea diferitor factori
denota caracterul mitodepresiv al acestora, generat de franarea dividerilor celulare [13].
Hidalgo si coautorii [5] explica efectul antimitotic al erbicidelor (profan si clorprofan)
la Allium cepa prin inhibarea activitatii enzimelor, inclusiv a ADN polimerazei.
Reducerea indicelui mitotic poate avea loc ca rezultat al inhibarii sintezei ADN in faza
S [19] sau blocarii celulelor in G, [17]. De asemenea, franarea mitozelor poate avea
loc in urma retinerii celulelor in G, [2]. Conform Yi H. si coautorilor [21] declinul
proceselor proliferative in rddacioarele de orz sub influenta dioxidului de sulf poate
fi generat si de degradari ale ADN. Se considerad ca impactul asupra mitozelor este
mai major in cazul actiunii factorilor mitodepresivi pe parcursul perioadei S a ciclului
celular [18].

Decadentele wvalorii indicelui mitotic in variantele experimentale au fost
complimentate de cresterea frecventei micronucleelor (tabelul 1).

Este important de a mentiona, cd la toate cele trei soiuri de orz analizate infectia
virala separat a indus un numar de micronuclee mai major decat in complex cu razele
gama in doza de 100Gy. In cazul loturilor cu aplicare a razelor gama in doza de 150Gy
rata micronucleelor a fost aproximativ la acelasi nivel ca si In cazul actiunii radiatiei In
complex cu infectia virald. Razele gama 1n doza de 250Gy a indus cresterea frecventei
micronucleelor comparativ cu martorul de cca 5 ori la soiul Galactic, 6,7 —Sonor si 4,3
— Unirea. Rata micronucleelor la plantele virus infectate si capatate din seminte iradiate
cu doza 250Gy a fost practic la nivelul cauzat doar de radiatie.

Micronucleele reprezinta corpi cromatinici extranucleari rezultati n urma rupturilor
cromozomale sau aneuploidiei [11]. In baza examinirii preparatelor citologice obtinute
prin tehnica de colorare cu acetocarmind, micronucleii se disting drept structuri
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cromatinice In apropierea nucleelor, marimea carora poate varia mult (figura 2).
Prezenta micronucleelor se considerd a fi un indice a instabilitatii genomului [29].

Tabelul 1. Evidenta frecventei micronucleelor in ridécioarele de orz in cazul infectarii
cu virusul mozaicului dungat al orzului pe fonul razelor gama.

Varianta experimentala Interfaze analizate | Frecventa micronu- | C-metafaze
(numir) cleelor (%o)
Martor 1683 0.233+0.037 -
Virus 1405 0.633+0.059%** 1.42
100Gy 1800 0.390+£0.010%** -
Galactic 100Gy + virus 1830 0.363+£0.025** -
150Gy 1890 0.863£0.163*** -
150Gy + virus 1795 0.983+0.194%** 1.11
250Gy 2405 1.167+0.050%*** 0.42
250Gy + virus 2069 1.223+0.133%** 1.93
Martor 2039 0.140+0.131 -
Virus 2737 0.620+0.115%* 0.37
100Gy 2345 0.477+0.124* -
Sonor 100Gy + virus 2263 0.510+£0.098** -
150Gy 2657 0.687+0.154%* -
150Gy + virus 2340 0.793£0.191** 0.43
250Gy 2683 0.933+0.146%*** -
250Gy + virus 2014 1.136+0.125%** 0.99
Martor 1482 0.267+0.083 -
Virus 1661 0.727+0.032%** 0.60
100Gy 1972 0.356+0.006* -
Unirea 100Gy + virus 1895 0.573+0.210* -
150Gy 1724 0.700£0.069%** -
150Gy + virus 1966 0.853+£0.071*** -
250Gy 2383 1.143£0.222%%* 0.42
250Gy + virus 1980 1.433+0.132%** 1.52

*; *%; *%% _ diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0.05; 0.01; 0.001

Este important de a mentiona, cd in loturile experimentale capatate din plantele
infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului a fost constatata aparitia C-metafazelor
(tabelul 1, figura 3). La soiurile Galactic si Sonor au fost vizualizate C-metafaze si in
loturile cu aplicate complexa a infectiei virale in comun cu razele gama in dozele de
150Gy si 250Gy, iar la soiul Unirea doar in comun cu radiatia in doza de 250Gy.

Aparitia anomaliilor de tipul C-mitozelor se considera a fi rezultatul restructurarilor
fusului de diviziune [2]. De asemenea, motiv al C-mitozelor poate fi dublarea numarului
de cromozomi. In lipsa citochinezei pot genera celule poliploide sau bi(poli)nucleate.
In cazul formarii fragmoplastului si a peretelui celular pot lua nastere celule cu un
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numar diferit de cromozomi [8, p.342]. Posibilitatea inducerii aneuploizilor la grau
si orz sub actiunea virusului dungat al orzului a fost descrisd inca de citre Sandfaer
[15] si Linde-Laursen 1., Siddiqui K.A. [9]. Conform studiilor citologice a dividerilor
mitotice si meiotice, particulele virusului mozaicului dungat al orzului au fost descrise
in nemijlocita asociere cu microtubulii [11], ceia ce poate explica impactul nemijlocit
al virusului asupra elementelor fusului de diviziune.

'l
d

Figura 2. Celule meristematice interfazice in radacioarele de orz (Hordeum vulgare
L.): a) interfaze normale in radicioarele plantelor variantei martor; b) o interfaza
cu micronucleu (indicat prin séigeatd) in radacioarele plantelor de orz, soiul Galactic
infectat cu virusul mozaicului dungat al orzului; ¢) micronucleu (indicat prin sageati) in
celulele meristemei radiculare la soiul Galactic iradiat cu raze gama, 150 Gy si infectat
cu virusul mozaicului dungat al orzului.

Datele examenului citogenetic al dividerilor mitotice privitor la inducerea de
degradari ale ADN au fost confirmate prin estimarea de mutatii clorofiliene (figura 4 a,
b). Trebuie de mentionat, ca plantule albinoase nu au fost vizualizate in toate variantele
experimentale. Asemenea mutatii, exprimate prin lipsa pigmentilor clorofilieni,
au fost constatate preponderent la soiul Unirea in lotul derivat din plante virus infectate
separat sau in complex cu raze gama in doza de 150 Gy.

a)

Figura 3. C-metafaze in radacioarele de orz soiul Unirea: a) infectat cu virusul
mozaicului dungat al orzului; b) iradiat cu raze gama (150 Gy) si infectat cu virusul
mozaicului dungat al orzului.
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Figura 4. Mutatii clorofiliene. Plantule ale soiului Unirea din lotul cu utilizare: a)
infectiei virale; b) infectiei virale in complex cu raze gama in doza de 150 Gy.

Posibilitatea inducerii mutatiilor clorofiliene la orz este descrisa pentru diferiti factori
si conditii de aplicare a acestora [22; 25; 31]. In cazul utilizarii izotopului radioactiv
Co®1n comun cu etilenimina, [Tutupumoa M.A. [31] constatad aparitia de plantule
albinoase. Conformautoarei, mutatiile clorofiliene au fost relatate in cazul unui sinergism
maximal (k=3) stabilit intre concentratia substantei (0,05%) si doza radiatiei (49,5Gy).
AgetucoBa B.A., Banea C.A. [22] au remarcat, cd procentul mutatiilor clorofiliene
la orz depinde de doza radiatiei, concentratia mutagenului si consecutivitatea aplicarii
lor. Cel mai inalt procent de mutatii clorofiliene a fost estimat in varianta obtinuta din
seminte iradiate cu doze mici de raze y (1kR) si tratate cu compusi mutageni (in aga
concentratii mici cum ar fi 0,02, 0,04%). Utilizarea substantei anterior radiatiei, sau
razelor y In dozd mai mare (10kR) induce un efect mai lejer. Autorii presupun, ca in
aceste din urma situatii celulele aberante probabil sunt eliminate mai intens.

Impactul radiatiei asupra materialului genetic este bine cunoscut. Rogakou E.P si
coautorii [14] explica geneza rupturilor dublu catenare, produse in urma radiatiei, drept
rezultat al fosforilarii histonei H,, la nivelul serinei, cu toate ¢a nu exclud posibilitatea
existentei si altor centre ale cromatinei sensibile fatd de acest factor. La iradierea cu
raze gama a celulelor stem defecte fatd de gena proteinkinazei Cdk, se produc dereglari
ale Bunctelor de restrictie ce asigurd tranzitia G,/M [10].

In rezultatul studiului realizat putem concluziona, ca virusul mozaicului dungat al
orzului separat, precum si in complex cu razele gama cauzeaza degradari ale procesului
de mitoza ce induc inhibarea proliferarii celulare. Blocarea dividerilor celulare este
suplimentatd de asa patologii mitotice cum sunt micronucleele si C-metafazele.
Consecintele induse de razele gama au prezentat o complexitate sinuzald specifica
genotipului analizat. Un efect neliniar similar a fost constatat si de catre Geraskin si
coautorii [4] la tratarea semintelor de orz cu raze gama 1n doze mici (10-1,000 mGy).

S-a stabilit, ca virusul mozaicului dungat al orzului provoaci efecte analoage
razelor gama, care dupa pondere sunt mai apropiate de dozele 150Gy sau 250Gy in
dependenti de reactivitatea genotipului studiat. Imbinarea ambilor factori a cauzat
repercusiuni cu efect neliniar, determinate de interactiunea factorilor genotip-virus-
radiatie (doza radiatiei). Pentru infectia virala, de asemenea, a fost constatatd implicarea
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in inducerea de anomalii ce au la baza dereglari ale fusului de diviziune, aga cum ar fi
C-mitozele, ceea ce exprima caracterul aneugen al agentului patogen studiat. Studiul
citologic al dividerilor mitotice in radacioarele de orz in cazul infectiei virale denota
efectul mitodepresiv al infectiei virale si genotoxicitatea virusului mozaicului dungat
al orzului.
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SCREENING-UL MOLECULAR AL REZISTENTEI FLORII-
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Introducere

Floarea-soarelui ocupa locul patru pe plan mondial, dupa soia, palmier si rapita,
ca sursa de ulei vegetal [2]. Datorita valorii nutritive ridicate si capacitatii inalte de
rezistentd la secetd, floarea-soarelui reprezintd pentru Republica Moldova, una din
culturile de baza si cea mai importanta planta oleaginoasa. Raspandirea florii-soarelui
pe glob intr-un timp foarte scurt a fost insotitd de cresterea evidentd a frecventei si
agresivitatii patogenilor, in timp ce patrimoniul genetic al florii-soarelui a ramas la fel
de sdrac in gene de rezistenta ca si la inceputul cultivarii [22].

Unuldintrefactoriilimitativiai productieidefloarea-soareluieste lupoaia(Orobanche
cumana Wallr.) - parazit angiosperm, lipsit de clorofila, care depinde in totalitate de
planta-gazda, absorbind apa, substantele minerale si organice la nivelul sistemului
radicular. Pagubele conditionate de atacul parazitului deseori sunt devastatoare si pot
duce la scaderea semnificativa a productiei (pana la 100%) si calitatii uleiului [6].
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