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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei

Cresterea si dezvoltarea plantelor este determinata de factorii endogeni, un rol prioritar
revenind reglarii genetice s1 fitohormonale. Actiunea acestor sisteme se manifesta in complex
sau separat, provocand restructurari morfogenetice temporale si spatiale. Giberelinele
(inclusiv AGs) reprezinta unii dintre hormonii esentiali ai plantelor din clasa diterpeno-
tetraciclice, care moduleazd dezvoltarea pe parcursul ciclului vital, determinand
masculinizarea florilor si plantelor [16]. La alge, ciuperci si plantele superioare s-au stabilit
anumite relatii intre continutul acestui hormon si sterilitate precum si rolul esential in reglarea
androsterilitatii [17]. Astfel, tratarea exogena cu gibereline restaureaza androfertilitatea la
plantele sterile [20] si anume aceste substante induc sterilitatea masculind (SM) la plantele
fertile [36], deregland derularea normald a programului genetic al microsporogenezei. in
aspect practic inducerea androsterilitatii (ASI) se utilizeaza pentru determinarea capacitatii
combinative generale si capacitatii combinative specifice a liniilor de floarea-soarelui, iar in
aspect teoretic — pentru identificarea unor particularitati fundamentale ale microsporogenezei.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemei

Intrucat mecanismele moleculare ale androsterilitatii citoplasmatice (ASC) reprezinti
rezultatul interactiunii genice (nucleu), citoplasmatice (mitocondrii) si fitohormonale, iar
aplicarea AGs contribuie la inducerea sterilitatii masculine [36] ne-am propus sa efectuam o
serie de cercetdri citologice si genetico-moleculare asupra plantelor tratate exogen cu
gibereline la toate fazele de dezvoltare a microsporilor la nivel structural, citogenetic si
genetico-molecular.

La plantele superioare fitohormonii endogeni sunt implicati in evocatie, sporogeneza si
in manifestarea sexului [16] - atat la nivelul expresiei genelor, cat si la nivel de organism [37].

Actiunea stimulatoare a giberelinei depinde de tesut si se manifestd dupa 2 ore din
momentul tratarii cu o durata de 7 zile, reflectandu-se asupra cresterii si dezvoltarii, unul
dintre mecanismele de actiune fiind metilarea ADN-ului prin intermediul ADN metilazei
[11]. Locul de receptiec al semnalelor acidului giberelic se considera partea externa a
plasmalemei. Tratarea cu gibereline provoacd cresterea mobilitdtii electroforetice a
cromatinei. Acidul giberelic stimuleaza transcriptia actionand asupra ARN polimerazei I in
nucleele izolate [6].

In plan mondial cercetirile de pana acum au clarificat o buna parte din problemele
esentiale ale androsterilitatii citoplasmatice la floarea-soarelui. In acelasi timp, nu au fost
determinate aspectele structurale si citogenetice comparative ale microsporogenezei la
Helianthus annuus L. cu sterilitate masculind indusa de catre giberelina si cea citoplasmatica.
De asemenea, informatiile stiintifice cunoscute, deocamdata nu au elucidat mecanismul de
expresie a genelor implicate in acest fenomen.

La nivel national procesul de microsporogeneza este foarte putin studiat, cercetari fiind
realizate doar la porumb [4], tomate [2, 5] si triticale [40].



Cercetdrile respective pot rezolva pe viitor noi probleme concrete legate de studiul
organizdrii moleculare a genelor, ce se exprima diferentiat in procesul de reglare a
microsporogenezei. Mai mult ca atat, sistemul de reproducere reprezintd o sursa bogata de
transcripti specifici, care pot fi utilizati in calitate de markeri moleculari necesari pentru
analiza moleculara a genomului diferitor plante de cultura, accelerand considerabil procesul
de ameliorare.

Scopul prezentei lucrarii consta in stabilirea rolului giberelinei (AGs) in initierea si
reglarea diviziunii celulare in anterele de floarca-soarelui.

Obiectivele de cercetare:

- estimarea raportului de corelatie a dimensiunii florilor tubulare si anterelor cu fazele
microsporogenezei si microgametogenezei;

- determinarea particularitatilor histoanatomice de dezvoltare ale microsporangiului la
plantele de floarea-soarelui fertile, cu androsterilitate citoplasmatica si indusa;

- evidentierea indicilor morfo-fiziologici a meiocitelor si microsporilor la plantele tratate si
netratate cu giberelina;

- elucidarea particularitatilor citogenetice a diviziunii meiotice la floarea-soarelui;

- studiul expresiei unor gene implicate In microsporogeneza la floarea-soarelui sub influenta
giberelinei.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd a fost evaluatad activitatea
transcriptionalda a genelor PCNAL, CycD3, HIS1-3, H3.1, AHP2, MND1, DYAD, ASK1,
EXPAL si GSL12 implicate in procesul de reproducere la floarea-soarelui, care a permis
corelarea pattern-ului de expresie cu prezenta aberatiilor cromozomiale, degradarea stratului
tapetal, meiocite cu forma si structura degenerata, polen steril la plantele cu ASI. Studiile
histoanatomice si citogenetice au evidentiat aspecte noi privind dezvoltarea diferentiata a
tesuturilor microsporangiului, pe parcursul microsporogenezei, la plantele cu androsterilitate
indusa si cele cu androsterilitate citoplasmatica, comparativ cu plantele fertile. S-a demostrat
efectul gametocid al giberelinei prin scaderea dimensiunii anterelor, identificarea unui numar
mare de aberatii cromozomiale la plantele tratate si inhibarea totald a meiozei la plantele cu ASC.

Problema stiintifica importanta solutionata consta in elucidarea rolului giberelinei in
initierea si reglarea diviziunii celulare in antere de floarea-soarelui, intr-un sistem model (plante
fertile, cu androsterilitate citoplasmatica si androsterilitate indusa), fapt ce contribuie la
identificarea pattern-urilor de expresie diferentiata a genelor implicate in microsporogeneza in
dependenta de tipul de sterilitate, stabilirea fazei in care a fost perturbata meioza la plantele cu
ASI ce a favorizat formarea grauncioarelor de polen sterile si lipsa acestora la plantele cu ASC,
ceea ce duce la clarificarea mecanismelor de inducere a androsterilitatii.

Importanta teoreticd a lucrarii. Rezultatele prezentate aprofundeaza cunostintele
existente despre mecanismele histoanatomice si citologice ale tranzitiei de la sporofitul
diploid la gametofitul haploid al plantelor de floarea-soarelui cu sterilitate masculind indusa
si citoplasmatica. Cercetarile vizeaza fundamentarea informatiilor despre actiunea giberelinei
asupra gradului de fertilitate la floarea-soarelui si a microsporangiului la plantele fertile si cu
androsterilitate citoplasmatica si modelarea unei scheme ipotetice, care descrie elementele de
baza in inducerea sterilitatii masculine la diferite etape de dezvoltarea a celulelor mama polen.
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Valoarea aplicativa. Au fost implimentate metodele de microscopie fotonica si
ultramicrotomare in Laboratorul de Genomica, care permit eficientizarea cercetarii unor
procese sau mecanisme corelate cu studiile moleculare. Studiul bioinformatic si molecular
realizat prin metoda Real-Time PCR a permis identificarea unor gene implicate in
microsporogeneza cu rol prioritar si potential in androsterilitatea la floarea-soarelui.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere.

—  Estimarea raportului de corelatie a dimensiunii florilor tubulare si a anterelor cu fazele
microsporogenezei, in vederea stabilirii unor criterii indirecte pentru determinarea
stadiului de dezvoltare a microsporilor.

—  Determinarea particularitatilor histoanatomice, reprezentate prin modificarea distructiva
a tesuturilor microsporangiului la plantele cu androsterilitate indusa si cu androsterilitate
citoplasmaticd comparativ cu plantele fertile.

—  Evidentierea efectului gametocid asupra instabilitatii meiozei, prin depistarea aberatiilor
cromozomiale si a produselor post-meiotice anormale asociate cu sterilitatea polenului
la plantele cu ASI.

—  Identificarea actiunii giberelinei asupra activitdtii transcriptionale a genelor prin
inducerea expresiei diferentiate a factorilor ereditari implicati in diverse etape ale
microsporogenezei la plantele cu ASI si ASC.

Aprobarea rezultatelor
Rezultatele expuse in teza au fost prezentate, discutate si aprobate la Sedintele

Consiliului Stiintific al IGFPP si Consiliul Stiintific al Centrului de Geneticd Functionala,

UnASM, precum si in cadrul urmatoarelor intruniri stiintifice: 16-oit MexmynapoaHoi

[TymuHCKONH IIKOMBI-KOH(PEPEHITMN MOJIOABIX Y4deHBIX «buomorus — Hayka XX| Beka»

(ITymuno, 16-21 anpens 2012); Bcepoccuiickoi MOIOACKHOM KOHPEPEHITUN « AKTyaabHbIC

npoosembl xumuu U ouojorun» (ITymmao, 30 urons — 3 aBrycra 2012); IX International

Scientific Conference for students and PhD students “Youth and progress of biology” (Lviv,

16 — 19 April 2013); 17-oii MexayHapoaHo# [TyniHCKO# MIKOIBI-KOHPEPSHIIMU MOJIOIBIX

yuenbix «buonorus — nayka XXI| Beka» (Ilymumno, 21-26 ampens 2013); “European

Biotechnology Congress” (Bratislava, 16 — 18 May 2013); International Plant Breeding

Congress (Antalya, Turkey, 10-14 November 2013). Simpozionului Stiintific International

,Agricultura Moderna — Realizéri si Perspective” consacrat aniversarii de 80 de ani de la

Infiintarea Universitatii Agrare de Stat din Moldova (Chisinau, 09-11 octombrie 2013).

International Plant Breeding Il Congress, Kyrenia, Cyprus (15 — 19 october 2017),

International Congress on oil and Protein Crops, Chisinau, Republic of Moldova (May 20 — 24, 2018).
Publicatii l1a tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 12 lucrari stiintifice

(inclusiv 4 fara coautori), dintre care 4 articole in reviste recenzate nationale si 8 comunicari

in cadrul unor manifestari stiintifice internationale.

Volumul si structura tezei. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale
si recomandari, bibliografia din 299 surse, volumul total de 132 pagini, 11 tabele, 42 figuri.

Cuvinte cheie: Helianthus annuus L., microsporogeneza, androsterilitate citoplasmatica,
giberelina, expesia genelor.



CONTINUTUL TEZEI
In Introducere se argumenteaz actualitatea si importanta problemei abordate, sunt
formulate scopul si obiectivele tezei, sunt expuse noutatea stiingifica a rezultatelor obfinute,
importanta teoretica si valoarea aplicativa a lucrdrii, aprobarea rezultatelor §i sumarul
compartimentelor tezei.

1. CONSIDERATII GENERALE PRIVIND CERCETAREA
MICROSPOROGENEZEI LA PLANTE

Compartimentul include sinteza celor mai recente date din literatura de specialitate, atat
la nivel national, cat si mondial, dar si expunerea sugestiilor privind particularitatile morfo-
fiziologice si genetice Tn microsporogeneza si rolul fitohormonilor in inducerea sterilitétii la
plante. Intelegerea profundi a functiondrii genelor implicate in meioza si in post — meiozi la
plante va facilita elaborarea strategiilor eficiente de ameliorare. In cadrul capitolului, o atentie
deosebitd a fost acordatd studiului microsporogenezei la nivel molecular si actiunea
giberelinelor asupra acestui proces.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Obiectul de studiu, caracteristica generala. Pentru investigarea particularitatilor
microsporogenezei la plantele de floarea-soarelui fertile si cu androsterilitate citoplasmatica,
inclusiv efectul actiunii giberelinei asupra dezvoltarii gametofitului masculin au fost luate in
studiu doua linii de H. annuus (2n=34), din colectia de germoplasma a asociatiei A.M.G
Agroselect, or. Soroca:

- SW501 (linia izogena B, mentindtoare de sterilitate);

- SW501 ASC (linia izogena A, cu citoplasma sterila H. petiolaris Nutt.).

Obtinerea si cultivarea plantelor cu androsterilitate indusa de gibereline (ASI).
Analiza efectului de inducere a sterilitatii masculine s-a realizat pe un numar de 50 - 55 de
plante din fiecare variantd de studiu (linie) tratatd prin pulverizare cu solutie apoasa de acid
giberelic (Sigma) in concentratie de 0,01% (dizolvat preventiv in cantitate minima de alcool
etilic - 10 uL) direct pe inflorescenta in faza de butonizare R-2 [33] in raport cu un numar
similar de plante — martor (stropite cu apa distilata).

Colectarea materialului. Butonii florali, cu lungimea de 1,0 mm — 4,0 mm au fost
selectati si inlaturati manual. Butonii florali si anterele (cinci antere per buton), au fost
masurate cu sublerul digital. Zece muguri au fost luati in considerare pentru fiecare interval
utilizat. Pentru muguri, masuratorile au fost efectuate de la punctul de inserare a ovarului pana
la varful mugurelui. Pentru antere, S-a masurat de la inceputul filamentului (sfarsitul bazal),
pana la varful anterei (sfarsitul apical).

Metode de cercetare. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate
urmatoarele metode: macroscopice, prelevare si preparare a probelor experimentale,
microscopie fotonica [2], extragerea ARN-ului cu TRI Reagent, cuantificarea acizilor nucleici
prin spectrofotometrie, electroforeza in gel de agaroza, reverstranscriptie, PCR cantitativ [3],
metode bioinformatice si statistice de prelucrare a datelor.



3. PARTICULARITATILE MICROSPOROGENEZEI LA LINIILE 1ZOGENE
DE FLOAREA-SOARELUI
Microsporogeneza este un proces important in reproducerea plantelor, care include mai
multe etape de dezvoltare, de la celule sporogene la microspori. Dezvoltarea tesuturilor
anterei, morfologia meiocitelor si stabilitatea meiozei reprezintd particularitatile ce stau la
baza formarii grauncioarelor de polen fertile.

3.1. Identificarea fazelor microsporogenezei si microgametogenezei

Formarea microsporilor si ulterior a grauncioarelor de polen se realizeaza concomitent
cu cresterea anterei si butonului floral, evidenta fenotipic prin modificari ale dimensiunii,
formei si culorii [34]. Relevarea acestor transformari reciproce este esentiala in identificarea
unor markeri morfologici vizibili, pentru a pune in evidentd etapele de dezvoltare a
microsporilor fara deteriorarea acestora. Astfel, pentru a stabili dimensiunea butonului floral
si a anterei, corelate cu etapa de diferentiere a microsporilor au fost studiate ambele diviziuni
meiotice, hetero- si homotipica, la anterele izolate in diferite stadii de devoltare din florile
tubulare a doui linii izogene SW501 cu analogul androsteril SW501ASC. In calitate de
criteriu de referintd in caracterizarea gametofitului masculin au servit etapele descrise de
Horner (1977) [18].

y = 0,5852x + 0,2438
R? = 0,9918

y = 0,4673x + 0,2931
R? = 0,9911

Fig. 3.1. Dimensiunea butonilor florali (X
64) si anterelor de floarea-soarelui asociata
cu fazele de dezvoltare a microsporocitelor

si polenului (X 640).

Fig. 3.2. Corelatia liniara dintre
ritmul de crestere si dezvoltare a

anterelor si butonului floral
Nota: a— linia SW501, b — linia SW501ASC

Nota: | — leptoten; Il — pachiten; 1l — diviziuni; 1IV- Axa ordonatelor — lunaimea anterei. mm: axa
tetrade; V— microspor tanar; VI — polen uninucleat. ) - g S '
Linia SW501 — ASI: a—e; linia SW501: @' —¢', g si absciselor — lungimea butonului floral, mm.



Analiza preparatelor citologice a pus 1n evidenta fazele de diferentiere a meiocitelor pana
la graunciorul de polen in cazul plantelor fertile sau pana la etapa de degradare a acestora
(pachiten) la cele sterile (Figura 3.1). Conform datelor obtinute, fazele de formare a
meiocitelor pot fi depistate in florile masculine atunci cand acestea au urmadtoarele
dimensiuni: < 1,0 mm — premeioza; 1,0 - 1,5 mm — leptoten; 1,5 - 2,5 mm — pachiten; 2,5 -
3,0 mm — diviziuni (anafaza I pana la telofaza II); 3,0 si 3,5 tetrade; > 3,5 mm — microspor.
Valorile numerice la liniile izogene SW501 si SW501ASC puse in evidenta in cadrul
studiului, corespund cu cele stabilite de alti autori la alte genotipuri fertile de floarca-soarelui
[7, 22, 35].

Un alt aspect ce tine de optimizarea schemei experimentale (prelevarea materialului
biologic, calitativ si in cantitati suficiente, de ex. in conditii de camp) constd in stabilirea
gradului de corelatie dintre dimensiunile anterei si butonului floral pentru genotipurile de
interes. Astfel, masurarile liniare efectuate sub obiectivul microscopului fotonic (x 64)
demonstreazd o relatie de linearitate buton floral-antera, cu valori pozitive inalte ale
coeficientului de corelatie (r) mai mari de 0,97 si ale coeficentului de regresie liniara (R2)
mai mari de 0,95 (Figura 3.2). Rezultatele denota un nivel inalt de corespundere a dreptei de
regresie cu datele reale, ceea ce indica asupra acuratetei in estimarea gradului de asociere
liniara. Ritmul de crestere al anterei este asociat cu cel al florilor tubulare. Astfel, estimarea
dimensiunii anterei corespunzatoare fazei meiotice este posibild dacd se cunoaste
dimensiunea butonului floral [12].

Identificarea si descrierea/stabilirea caracterelor morfologice ale organelor reproductive
in calitate de indicator pentru determinarea stadiului de dezvoltare al microsporului a fost
descrisa si pentru astfel de culturi, ca tomatele [31], ardei iute [28] si soia [19].

In cadrul cercetarilor noastre, primele evenimente de apoptoza observate in preparatele
citologice la plantele cu ASC s-au constatat in pachiten. Aceste particularitati genetice
argumenteaza realizarea asocierii dintre dimensiunea florilor tubulare/anterei si faza micro-
sporogenezei/gametogenezei, care trebuie sa fie verificata pentru fiecare genotip homo- sau
heterozigot, cu diferit tip de androsterilitate etc.

3.2. Histoanatomia microsporangiului la plantele de floarea-soarelui
Pornind de la constatarea, ca orice deviere de la norma se reflectd in modificari de forma,
structura si respectiv — functie, s-a urmarit dezvoltarea straturilor parietale si a tesutului
sporogen, prin analiza sectiunilor transversale si a preparatelor citologice, obtinute din antere
in diferite faze ale dezvoltarii microsporilor.

Carcateristica histoanatomicd a anterelor la plantele fertile, cu androsterilitate indusa
si androsterilitate citoplasmaticd. Analiza sectiunilor microscopice, ale anterelor colectate
de la plantele liniei fertile, a pus in evidenta structura diferentiata, tipica a peretelui anterei
format din patru straturi. Epidermul, endoteciul, stratul median si tapetul raméan distincte pe
intreaga perioadd a meiozei (Figura 3.3, a-c). Meiocitele generate din celulele tesutului
sporogen se individualizeaza prin formarea unui perete calozic fin, ulterior in rezultatul
diviziunilor hetero- si homotipice se obtin microspori bine conturati, care evolueaza post-

8



meiotic prin formarea exinei si echinulatiilor corespunzator speciei, fiind pusa in evidenta
dezintegrarea treptata, sincronizata a tesutului tapetal.

Tratarea cu AGs a inflorescentelor plantelor fertile in faza de butonizare a determinat
modificari structurale ale tesuturilor la nivelul intregului lob al anterei. Particularitatile
structurale anormale, caracteristice sterilitatii masculine au fost evidentiate la toate etapele
microsporogenezei, stabilite prin asociere cu dimensiunea florilor tubulare, similar plantelor control.

Astfel, straturile epidermic si endoteciul au prezentat deformatii cu diferit grad de
severitate, iar statul tapetal a manifestat o forma distorsionatd cu semne de colaps prematur.
Populatiile heterogene de meiocite, unele cu dezvoltarea inhibatd in premeioza, iar altele in
diferite faze ale meiozei, inclusiv tetrade, cu semne de degradare precoce, demonstreaza
efectul gametocid al giberelinei. Caracteristicile semnificative post-meiotice, constatate in
peretelui celular, conglomerate de membrane calozica si nuclee aglutinate, incapacitatea de a
mentine o activitate metabolica 1nalta a citoplasmei.

Pachiten Diviziuni Tetrade

Fertil

ASI

ASC

Fig. 3.3. Sectiune transversala a anterelor de floarea-soarelui a liniei SW501 si SW501ASC.

Nota: a— stadiul pahiten la linia SW501; b — celulele mama polinice (CMP) in faza de diviziuni la plantele martor;
¢ — loculii anterei in stadiul de tetrade; d — stadiul de pachiten la plantele tratate; e — stadiul de diviziuni la plantele
tratate; f — anterele plantelor cu androsterilitate indusa in stadiul de tetrade; g — faza pahiten - linia SW501ASC; h
— etapa de diviziuni; i — faza de tetrade. Scara: 50 um.

La linia cu androsterilitate citoplasmica SW501ASC au fost relevate disfunctionalitati
evidente in pachiten. In majoritatea celulelor mama polinice, meioza este initiata si decurge
normal pana la faza leptoten, insd doar un numar mic de celule ajung in faza pachiten. Spre
deosebire de analogul fertil, la liniile cu sterilitate citoplasmatica numarul celulelor sporogene
implicate in diviziune este mult mai mic. Cresterea in dimensiuni a florilor tubulare este
asociata cu deteriorarea morfologica progresiva atat a meiocitelor, cat si a celorlalte tesuturi
ale anterelor. Astfel, se constatd un proces intens de vacuolizare anormala si hipertrofie, in
special a tapetului, asociat si cu alte efecte distructive, precum polarizarea materialului
citoplasmatic, degradarea peretilor, care devin in unele cazuri mai putin distincti intre celulele
adiacente (Figura 3.3, h, i, J).



La plantele cu ASC, AGs a inhibat dezvoltarea post-histogeneza a tesuturilor
microsporangiului, inclusiv a celui sporogen, astfel incat in meiocite nu a fost initiatd meioza.
Ulterior, chiar in faza de pachiten tesutul tapetal este puternic hipertofiat, cu particularitati
apoptotice accentuate, caracteristice si celorlalte straturi ale anterei.

Aspectele histoanatomice ale microsporogenezei au fost studiate la un sir de plante
sterile si fertile (petunie [46], rapita [25], orz [23], ceapd [41], soie [19]). La unele linii si
hibrizi de floarea-soarelui, de asemenea au fost descrise particularitatile peretilor anterelor si
originea procesului abortiv al polenului [18, 29]. Studiul histoanatomic comparativ al
microsporangiului de floarea-soarelui la linia izogena fertila, cu androsterilitate indusa prin
aplicarea exogend a giberelinei si sterild reprezintd o premierd. Astfel, zonalitatea
histoanatomica a microsporangiului exprimata prin: epiderma, endoteciu, straturile median si
tapetal confirma principiul identitatii anterelor fertile.

La plantele sterile au fost evidentiate transformarile selective si succesive ale anterelor.
Astfel, la plantele cu ASI straturile epidermic si endoteciu au prezentat deformatii cu diferit
grad de severitate in profaza I, faza de diviziuni si tetrade, iar statul tapetal a manifestat o
forma distorsionata cu semne de colaps prematur incompatibile cu fertilitatea polenului. La
plantele cu ASC efectul pronuntat de accelerare a degenerarii tesuturilor microsporangiului s-a
evidentiat incepand cu faza timpurie, iar in faza de tetrade au manifestat 0 tendintd accentuatd de
aglutinare, iar tapetul a fost exagerat de hipertrofiat cu grad sporit de poliploidizare.

3.3. Profilul citologic al diviziunii meiotice la liniile izogene de floarea-soarelui

Anomaliile de structura constatate In procesul dezvoltarii tesuturilor anterelor la plantele
cu ASI-AGs si ASC demonstreaza fara echivoc faptul ca diferentierea celulelor meiotice
necesitd interactiuni intra- si intertisulare, fiziologic coordonate, iar orice deficientd in
asigurarea spatio- temporald a acestora afecteaza gradul de fertilitate. Din acest considerent,
se justifica un alt obiectiv al investigatiilor — examinarea profilului citologic al diviziunii
meiotice la plantele de floarea-soarelui cu androsterilitate indusa in comparatie cu cele fertile,
in vederea identificarii prezentei/absentei aberatiilor cromozomiale, tipului si frecventei acestora.

Intrucat la plantele cu androsterilitate citoplasmaticd meiocitele incep si manifeste semne
de degradare din pachiten, iar la cele cu ASC tratate cu giberelind meiocitele sunt blocate in
premeiozd, masurdrile morfometrice si identificarea aberatiilor cromozomiale nu au putut fi
realizate.

Caracteristici morfometrice ale celulelor sporogene la plantele cu ASI. Concomitent
cu evaluarea microscopica a morfologiei dezvoltarii anterei a fost posibil si studiul
morfometric computerizat al imaginilor ce a vizat identificarea unor parametri dimensionali
ai meiocitelor si microsporocitilor: aria, perimetrul si lungimea.

Pana in prezent analize morfometrice s-au realizat in special la celulele umane, care pot
servi drept indicatori prognostici pentru diagnosticul clinic si patologic. La plante, spre
deosebire de regnul animal, exista foarte putine informatii referitor la analiza morfometrica a
celulelor sexuale. Astfel de cercetari au fost realizate in scopul asocierii formei si dimensiunii
tetradelor si grauncioarelor de polen cu gradul de fertilitate [30]. Consideram ca abordarea
descriptiva completatd cu parametrii selectati sporesc relevanta caracterizarii microsporogenezei
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la plantele cu ASI in raport cu cele fertile, oferind criterii cuantificabile, care pot sustine o
diferentiere a anomaliei 1n analiza citologica.

Aria celulelor la plantele martor este de 1106,9 pm? in leptoten si de 1110,6 de pm? in
pachiten. Aplicarea exogena a giberelinei a determinat micsorarea suprafetei celulare in fazele
timpurii ale meiozei, astfel incat, la varianta tratatd aria a fost de 955,9 pm? in leptoten si
965,3 um? in pachiten. In faza de diviziuni, meiocitele la varianta martor, indica valori mai
mari ale acestui parametru (1256,9 pm?), care ulterior se micsoreazi nesemnificativ pana la
1193,8 pum?, datorita transformarilor morfo-fiziologice care au loc la formarea tetradelor.
Similar fazelor precedente, la plantele cu ASI se pastreaza o tendinta de micsorare a valorilor
pentru arie in faza de diviziuni — 1153,5 um? si in faza de tetrade — 1145,6 um?. Microsporii
tineri, eliberati din tetrade au prezentat o suprafatd de 311,8 pm? la varianta martor si
comparativ mai micd - 291,5 pm? , la cea tratatd cu AGs.

Un alt parametru analizat este perimetrul celulei, valorile caruia la plantele control in
decursul celor doua divideri meiotice (leptoten 120,3 um si tetrade 128,4 um) pana la faza de
microspor, variaza foarte putin (cu doar 8 pum), indicand o tendintd de crestere treptata,
similara celei determinate la masurarea ariei celulelor analizate. La plantele tratate, datorita
efectului gametocid al giberelinei, care induce modificari in morfologia celulelor, datele
obtinute pentru perimetrul celulelor in decursul celor doua diviziuni sunt situate in intervalul
95,8 um (leptoten) si 115,2 um (tetrade). In cazul microsporilor la plantele control perimetrul
a inregistrat valori de 55,2 um, iar la varianta tratata — cu 7 um mai putin.

Al treilea indice analizat este lungimea, care a variat neesential in primele faze ale
microsporogenezei, (lepoten 41,8 pm — tetrade 47,3 um) la plantele control. Similar celorlalti
parametri analizati la plantele cu ASI, lungimea celulelor a fost mai mica, astfel cad in faza
leptoten, celulele mama polinice au avut 34,7 pum, iar tetradele 44,3 pm. In urmatoarea fazi a
microsporogenezei micsorarea diametrului microsporilor de la 21,1 pm la varianta martor pana
la 16,4 um la cea tratatd a fost asociata cu inducerea androsterilitatii si formarea polenului steril.

Generalizand datele obtinute in studiu se poate constata ca celulele cu cele mai reduse
valori ale indicilor studiati fatd de control au fost observate in primele doua faze ale meiozei.
Astfel in leptoten, aria s-a micsorat cu 13%, perimetrul — cu 20% si lungimea — cu 17%, iar
in faza pachiten cu 13, 25% si, respectiv cu 19% (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Analiza comparativa a diferentei valorilor parametrilor morfometrici ai meiocitelor

si microsporilor la plantele cu ASI-AGzin raport cu cele fertile (control).
Nota: a — aria, um?; b — perimetru, um; ¢ — lungimea, pm. Axa ordonatelor: diferenta experienta-control, unde
controlul este considerat 100%. Axa absciselor: fazele microsporogenezei | — leptoten; 11 — pachiten; 11 — diviziuni;
IV — tetrade; V — microspor.
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Este important de mentionat faptul ca intre acesti trei parametri este o relatie de
interdependentd puternica, coeficientul de corelatie (r) dintre valorile procentuale ale
diferentelor fata de martor fiind 0,85 in cazul arie : perimetrul, 0,94 — arie : lungime si 0,97
pentru perimetru : lungime. Modificarile anormale in fenotipul celulelor mama polinice sunt
evidente si din valorile mai mici ale coeficientului de corelatie dintre arie si perimetru. Acest
fapt, indica asupra unui contur al meiocitelor, cu invaginari, reprezentand astfel, anomalii de
forma si volum cauzate de actiunea negativa a giberelinei.

Astfel, analiza morfometricd comparativd a meiocitelor si microsporocitelor la linia
tratatd cu giberelind a evidentiat efectul gametocid exprimat prin modificarea anormala a
conturului/formei si volumului celulelor, ceea ce presupune prezenta unor deficiente atat in
integritatea/rigiditatea si, respectiv in functionalitatea peretelui celular, cat si in proprietatile
fizice ale protoplasmei.

Aberatii cromozomiale in meioza I si Il. Investigatiile citogenetice asupra plantelor
fertile de floarea-soarelui au pus in evidenta aberatiile cromozomiale in faza de diviziuni cu
un procent foarte redus — 0,82 % (cromozomi retardatari, expulzati din celuld, picnotici,
aglutinari cromatice, cromozomi lipiciosi, corpuri si fragmente cromatice, punti, micronuclei
etc) (Tabel 3.1). Aceste rezultate sunt in concordanta cu datele prezentate de alti cercetatori,
care argumenteaza aparitia unor anomalii CU 0 frecventd mica (pana la 5%) la formele complet
fertile de floarea-soarelui, fiind conditionate de disjunctia secventiala si nu simultand a
bivalentilor in anafaza I [43].

Tabel 3.1.
Ponderea aberatiilor cromozomiale in anterele plantelor fertile in norma si tratate cu AGs
SW501 SW501+AG3
Faza Tipuri de aberatii meiocite
meiozei cromozomiale analizate cu anomalii analizate cu anomalii
(nr.) (%) (nr.) (%)
Total, meocite analizate ladiferite o000 013 0821004 1062264270 64,00+ 0,27
faze ale meiozei
Metafaza | Cromozomz: n.e(?rl:en.ta,ti 302,46 + 0,54 1,76 £0,17 155,00 + 0,83 55,05+ 0,68
Cromozomi lipiciogi - 25,95 +£0,53
Anafazal Cromozomi retardatari 312,73 +1,33 0,68+0,16 140 £ 0,93 52,19 +£2.41
Telofazal Micronuclei 323,40+ 1,48 - 150,83 £2,55 64,90 + 0,39
Profaza Il  Micronuclei 29920+2,41 258+0,19 151,00+2,81 67,65+2,83
Migrare cromozomiala 0,69+0,16 33,09 £ 0,58
Metafaza Il precoce 305,40 + 1,00 154,93 £ 0,90
Cromozomi lipiciosi - 32,53+£0,41
Cromozomi retardatari 59,12 + 0,60
Anafaza Il Punti cromozomale 315,40+1,00 ) 155,26 + 0,82 13.52 4 0.52
Telofaza Il Micronuclei 317,26+0,36 - 154,73 £0,74 43,08 £0,60

Nota: diferentele fata de martor sunt semnificative la p<0,05
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In preparatele citologice obtinute din anterele plantelor SW501-AGs, frecventa
aberatiilor observate a fost mult mai mare, fiind de 64,00%. Cel mai des intalnite au fost
meiocitele cu micronuclei, in special in telofaza I si pachiten (Figura 3.5, ¢, g). Cromozomii
lipiciosi observati in metafazd sunt evenimente, care ar putea continua pand in telofaza,
cauzand fenomenul de inversie, iar aparitia de cromozomi izolati in metafaza I si intarziati in
anafaza I reprezintd cel mai adesea cromozomi univalenti, neimperecheati, in curs de
expulzare [43].
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Fig. 3.5. Aberatii cromozomiale in meioza la plantele de floarea-soarelui cu ASI-AGa.
Nota: a — transferul cromatinei intre doua celule mama polinice in pahiten; b — picnoza; ¢ — telofaza II cu pozitie
iregulara a nucleilor; citoplasma in proces de dividere/citochineza asimetrica /inegala formand celule cu unu si trei
nuclei; d — micronuclei in telofaza I; € — cromozomi neorientati in metafaza II (sageatd); f — asincronizare in
diviziunea celulard, cu cromozomii la un pol in metafaza I si la celdlalt in anafaza II; g — dezorganizarea cromatinei
in pahiten (sdageata); h — migrare precoce a cromozomilor la poli in metafaza I; i — cromozom retardatar in anafaza
I; j — cromozomi lipiciosi in anafaza IT; k — cromozom retardatar in anafaza IT; 1 — punte meiotica in anafaza II; Bara:
15 um (a,b,c, e, f, g,j); S um (d, h, 1, k, 1).

Destabilizarea meiozei prin aparitia aberatiilor cromozomiale la aplicarea giberelinei a
fost descrisa la plantele sterile de Brassica campestris si Crocus sativus [21].

Analiza studiului citologic a demonstrat cad meioza la plantele fertile decurge in mod
normal, ca rezultat formandu-se polen viabil. Odata cu tratarea plantelor, incepand cu faza de
leptoten se evidentiaza modificari structurale ale meiocitelor, aceste anomalii se pastreaza
pana la faza de microsporociti cand acestia manifesta particularitati de degradare.

La linia sterila meioza are un inceput fara abateri de la norma, pachiten-ul fiind prima
etapd in care devin evidente modificari in dimensiunile meiocitelor acestea ajungand pana la
faza de diviziuni degradate si foarte aglutinate. La plantele sterile tratate cu giberelina
avortarea meiocitelor are loc in faza de premeioza, astfel la aceaste variante nu are loc
formarea polenului.

Anomalii ale tetradelor si viabilitatea polenului. In urma studiului citologic, la linia
fertila SW501 in anterele de 3,0 mm — 3,5 mm au fost depistate tetrade normale cu microspori
fertili (Figura 3.6, a). Tetradele au fost considerate ca fiind normale atunci cand au prezentat
patru microspori cu dimensiuni egale si fard micronuclei.

De asemenea, la aceastd faza de dezvoltare a microsporului au fost depistate PPM
(produse post — meiotice) cu abateri de la norma intr-un numar foarte mic (1,19%) ceea ce ne
permite sa presupunem ca acest fenomen nu a influentat gradul de fertilitate a polenului.
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Iregularitatile, care au loc in fibrele axului de diviziune sunt responsabile pentru
formarea produselor post-meiotice anormale cum ar fi monadele, diadele, triadele si
poliadele. Examenul microscopic realizat la linia fertila SW501 + AGz a permis evidentierea
produselor post-meiotice atipice (monade, diade, triade si poliade) (Tabel 3.2, Figura 3.6).

Fig. 3.6. Faza de tetrade in antere la linia SW50L1.
Nota: a — varianta martor, tetrade normale; b-g varianta tratatd, b — monada cu micronuclei; ¢ — diada; d — triada;
e — tetradd cu microcit; f — pentada; g — poliada. Scara= 20 um (b-g), 10 pm (a).

Astfel, la varianta tratata cu giberelina in urma studiului citogenetic au fost depistate
71,31% de PPM atipice. Produsele post-meiotice asa ca diadele pot produce gameti neredusi
(2n), in timp ce triadele genereazi gameti dezechilibrati. In urma analizei citologice la
plantele de floarea-soarelui, a liniei SW501 tratate cu giberelina, au fost determinate 6,89%
de diade si 10,35% triade (Figura 3.6 c, d). Rezultate similare au fost raportate si pentru unele
linii de porumb cu sterilitate masculind partiala, la unele populatii de triticale cu sterilitate
masculina si la hibrizii interspecifici de Vasconcellea pubescens [47], Carica papaya si
Vasconcellea monoica [10]. Aberatiile meiotice, asa ca micronucleii se formeaza ori de cate
ori un cromozom sau un fragment al unui cromozom este incorporat intr-unul dintre nucleele
fiice in timpul diviziunii celulare. Astfel, la variantele martor au fost depistate tetrade cu
micronuclei, insa aceast nivel a fost foarte mic (0,40%), comparativ cu plantele tratate
(9,91%) (Tabel 3.2). Acest fapt reprezinta o dovada a actiunii gametocide a fitohormonului si
a instabilitatii cromozomiale.

Tabel 3.2.
Ponderea produselor post-meiotice cu anomalii in anterele plantelor fertile si cu ASI

Variante PPM Tetrade cu:
atipice micronuclei | microciti

SW501 1,19£0,08 | 0,40+0,08 - - 0,37+0,05 | 0,42%0,05 -
SW501+AGs | 71,3124,06 | 991+ 1,11 | 20,04+1,57 | 9,12+1,49 | 9,12+1,49 | 10,35+1,31 | 14,10+1,41

Monade Diade Triade Poliade

Nota: Datele reprezintd valoarea medie a 15 antere. Diferenta dintre varianta martor si tratatda cu AGs sunt
semnificative (p<0,05).

Este important de mentionat faptul ca procentul produselor post-meiotice neregulate este
mult mai mic comparativ cu cel al aberatiilor cromozomiale, ceea ce ne permite sa
presupunem ca formarea tetradelor ca proces in sine nu a fost perturbat esential la variantele
studiate.

Intrucat microsporogeneza la plantele control a liniei SW501 a decurs fard devieri de la
normd, polenul a fost fertil in proportie de 99,21%, estimat dupa aspectul morfologic,
caracteristic speciei si testul de culoare cu aceto-carmin — pozitiv (Figura 3.7, a).
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Fig. 3.7. Aspectul morfologic al grauncioarelor de polen.
Nota: a — grauncioare de polen fertile, linia SW501; b — grauncioare de polen sterile (goale); ¢ — grauncioare de
polen sterile stafidate; d — grauncioare de polen partial goale, linia SW501 + AGs. Scara =20 pm

Analiza gradului de fertilitate a polenului in anterele atrofiate de actiunea AGs la linia
SW501 a evidentiat valori foarte mici - 12,31% de polen aparent fertil. Caracterul
descriminativ in dezvoltarea polenului steril comparativ cu cel fertil a servit testul de culoare
cu carmin acetic, care a fost negativ, conturul distorsionat al microsporului conferind un
aspect de “’stafida” (Figura 3.7, c), lipsa sau degenerarea materialului genetic si grauncioare
de polen goale (Figura 3.7, b), plasmolizare intensd, cu formarea spatiilor libere intre
membrana si citoplasma, lipsa echinulatiilor carateristice la maturitate si alte aspecte.
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Fig. 3.8. Parametrii dimensionali ai grauncioarelor depolen si gradul de fertilitate (%)
Nota: a — aria, um?; b — perimetru, um; ¢ — diametru, pm; d — gradul de fertilitate, %

Asemenea modificari de la norma ale grauncioarelor de polen au fost descrise si la alte
specii de plante, ca de ex., la formele sterile de bumbac [45] si la formele cu sterilitate indusa
de catre agentul chimic de hibridizare SQ-1 la grau [44].

Un alt criteriu de apreciere a sterilitdtii grauncioarelor de polen, poate fi modificarea in
dimensiuni a acestora in raport cu valorile caracteristice speciei/genotipului. Astfel,
grauncioarele de polen la plantele androfertile linia SW501 (buton floral 3,5 — 4,0 mm) din
varianta control au masurat in diametru valori de 33,27+0,36 um. In variantele tratate chimic
acest parametru s-a micsorat cu 3% (figura 3.8). In cazuri separate au fost observati un numar
mic, nereprezentativ, de microspori sterili cu vacuole exagerat de mari, conditionand astfel si
un diametru mai mare comparativ cu martorul.

Gradul de fertilitate foarte mic (12,31%) asociat cu procentul inalt de anomalii
cromozomiale (64,00%) in diferite faze ale procesului de microsporogeneza a plantelor tratate
demonstreaza efectul gametocid al giberelinelor.

15



4. ACTIVITATEA TRANSCRIPTIONALA A UNOR GENE CU ROL ESENTIAL iN
MICROSPOROGENEZA LA FLOAREA-SOARELUI

In cunoasterea morfo-anatomiei dezvoltirii gametofitului masculin, microscopia, a avut
si continue sa exercite, de-a lungul timpului, o contributie semnificativa, insa pentru a elucida
bazele genetice ale acestui proces fiziologic, este necesar studiul entitatilor moleculare cu rol
de supresie si/sau stimulare a diferitelor evenimente celulare.

In aceasta ordine de idei, prezintd interes investigarea activitatii transcriptionale a
genelor implicate in reglarea, initierea si realizarea proceselor de recombinare cromozomiala
(coeziunea cromatidelor surori, formarea sinapsei, a bivalentilor, segregarea cromozomilor
omologi etc.) din ambele diviziuni meiotice, precum si in dezvoltarea morfologica a
meiocitelor, sincronizata cu cea a tesuturilor somatice ale anterei.

Grupul de gene selectat (zece) a fost utilizat in calitate de secventa-test in stabilirea
similaritatii nucleotidice la floarea-soarelui prin alinierea multipla realizata cu instrumentul
bioinformatic BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) in toate variantele sale (blastn,
blastx, tblastn tblastx etc.). Astfel, analiza in silico la floarea-soarelui a pus in evidenta o
singurd gena cu secventa nucleotidica completa HaCyclin D3: AY033440.1. Alte secvente
genice adnotate, cu referinta stricta la ciclul celular, in special la diviziunile meiotice lipsesc.

Din acest considerent, s-a decis de a analiza EST-urile (Expressed Sequences Tag) din
diferite colectii de ADNc la Helianthus annuus (DNAc libraries) [38] in vederea prognozarii
unei functii similare cu cele ale secventelor genice de la alte plante, care au indicat cel mai
inalt grad de omologie.

4.1. Gene implicate in procese de organizare a cromozomilor si reglarea
metabolismului ADN

In rezultatul analizei bioinformatice, pentru investigarea profilului transcriptional
asociat proceselor de formare si dezvoltare a microsporilor la floarea-soarelui, au fost
selectate urmatoarele gene/EST-uri: PCNA1 (implicata in controlul ciclului celular, repararea
si replicarea ADN-ului), Cyclin D3 (favorizeaza tranzitia de la faza G1 la faza S), HIS1-3 si
H3.1 (fac parte din componenta cromatinei si participa la replicarea ADN-ului).

Pentru investigarea rolului acestor gene la floarea-soarelui s-a evaluat nivelul de
expresie in pachiten, faza de diviziuni, tetrade si microspor.

Analiza expresiei genice a relevat faptul cd gena histona HIS1-3 a avut o activitate
transcriptionald mai 1naltd la toate fazele studiate, Insa a Tnregistrat diferente semnificative de
exprimare intre linia fertila SW501 si cea sterila SW501ASC, in dependentd de faza de
dezvoltare a microsporului. In acelasi timp, gena histona H3.1 a aritat un nivel scizut al
expresiei genice, ceea ce indicd deosebiri functionale intre tipurile de histone. Evaluarea
nivelelor de expresie pentru genele implicate in reglarea meiozei a aratat ca gena CycD3 a
avut cel mai mic nivel de expresie, atat in functie de linie, cat si de fazd studiatd. Conform
cercetarilor realizate la Brassica napus expresia genei CycD3 prezinta valori mai scazute in
celulele aflate in diviziune la liniile cu androsterilitate citoplasmatica [39].

Rezultatele obtinute in urma analizei RT-PCR au fost considerate semnificative pentru toate
genele cu un nivel de expresie fold change (FC) cuprins intre -1.5 si 1.5, fapt ce a demonstrat
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diferente privind activitatea transcriptionald in functie de fenotipul steril si faza
microsporogenezei.

Pentru gena CycD3 nivelul de expresie genica, a variat in dependenta de faza analizata
de la FC 2,0 pana la 8,8 (Figura 4.1,a). Astfel, la linia izogena SW501 tratatda cu AGs gena
CycD3 a fost subexpresatd in pachiten, fard a atinge pragul semnificatiei statistice, si
supraexpresatd in faza de diviziuni (FC=7,1), tetrade (FC=2,7) si microspor (FC=8,8)
(p<0,05). La linia SW501ASC in faza de diviziuni si microspor s-a evidentiat supraexpresia
genei date comparativ cu plantele fertile, iar la celelalte doua faze activitatea transcriptionala
a fost in limita martorului.
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Fig. 4.1. Modificarea activitatii transcriptionale experienta/control (fold change) a genelor
implicate in organizarea cromozomilor si reglarea metabolismului ADN la linia SW501ASC

st SW501ASI in diferite faze ale microsporogenezei.
Nota: a— CycD3; b — PCNA; ¢ — HIS1-3; d — H3.1.

Gena PCNA (gena implicatda in multe procese celulare, precum: replicarea, repararea
ADN-ului si reglarea ciclului celular) la linia cu ASC a fost subexpresatd in pachiten si faza
de diviziuni, iar in urmatoarele faze ale ontogenezei microsporului nu a manifestat diferente
statistic semnificative, fatd de plantele fertile. La plantele cu ASI, de asemenea gena PCNA a
fost subexpresata in pachiten, iar in faza de tetrade (FC=5,3) si microspor (FC=2,1) s-a estimat
o crestere semnificativa (p<0,05), comparativ cu plantele fertile (Figura 4.1, b).

In studiul de fata am obtinut un pattern de expresie diferit al genelor histone cercetate
in dependenta de tipul de sterilitate. Astfel, la plantele cu androsterilitate indusa de aplicarea
exogena a giberelinei a plantelor fertile s-a obtinut un profil similar de expresie a genelor
HIS1-3 si H3.1 de supraexprimare la toate fazele microsporogenezei (Figura 4.1, c, d), cu cel
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mai mare efect in faza de tetrade (HIS1-3 — FC=5,4; H3.1 — FC=10,9, p<0,05). Fapt ce ar
sugera ca actiunea giberelinei perturba cantitatea de transcripti si induce dezechilibrul prin
sinteza abundenta a histonelor si replicarea ADN-ului, care mentine compactizarea corecta in
cadrul cromozomilor.

La plantele cu ASC in primele doua faze analizate (pachiten, diviziuni) gena HIS1-3 a
fost supraexpresatd, iar in urmatoarele faze (tetrade, microspor) a fost subexpresata. Gena
H3.1 la plantele cu ASC asemanator celeilalte histone, in pachiten a avut un nivel al expresiei
crescut semnificativ (p<0,05), comparativ cu plantele fertile, iar un urmatoarele faze ale
dezvoltarii microsporului gena datd a fost subexpresata.

Rezultatele obtinute arata ca in faza de pachiten setul de gene implicat in organizarea
cromozomilor si reglarea metabolismului ADN, prezinta aceiasi activitate transcriptionala la
ambele linii cu fenotip steril, si anume CycD3 a manifestat o expresie in limita martorului,
gena PCNA a fost subexpresata, iar histonele HIS1-3 si H3.1 — supraexpesate. Un caz aparte
a fost supraexpresia celor patru gene la faza de tetrade la plantele cu androsterilitate indusa.
O tendinta comund in nivelurile de expresie la plantele cu ASI a fost observata la genele
PCNA si H3.1.

Din totalul variantelor analizate (patru gene si patru faze ale microsporogenezei) la
plantele cu ASC genele au manifestat 31,25% supraexprimare, 37,5% subexprimare si au avut
efect nesemnificativ 31,25%, iar la plantele cu ASI profilul de expresie a indicat 75%
supraexpresie, 6,25% subexpresie si cu efect nesemnificativ 18,75%, comparativ cu plantele
fertile. Fapt ce ar demonstra formarea grauncioarelor de polen sterile la linia SW501ASI si
lipsa acestora la linia SW501ASC.

Ca orice organism viu, plantele trebuie sa perceapa si sa raspunda la o gama larga de
semnale biotice si abiotice, cu scopul de a optimiza cresterea si dezvoltarea lor. Una dintre
cele mai importante provocari pentru celula vegetalad este raspunsul la hormonii vegetali, un
proces care implica reglarea corespunzatoare a functiei cromatinei si expresia genelor.

4.2. Studiul expresiei genelor cu rol in segregarea cromozomilor MND1, AHP2,
ASK1, DYAD

Segregarea cromozomiald in meiozad este esentiala pentru stabilitatea ploidiei asupra
ciclurilor de viata reproductive. La plante, segregarea defectuoasd a cromozomilor provocata
de mutatii genetice sau de alti factori conduce la formarea gametilor neechilibrati sau redusi,
creand, respectiv, descendenti aneuploizi sau poliploizi.

In efortul de a descoperi noi principii care guverneaza expresia genelor AHP2 (necesari
pentru formarea bivalentilor), MND1 (cu rol important in formarea sinapsei si reparare AND-
ului Tn momentul recombindrii meiotice), DYAD (implicatad in coeziunea cromatidelor) si
ASK1 (necesara pentru separarea comozomilor omologi) cu rol in segregarea cromozomilor,
au fost integrate si analizate datele obtinute la diferite faze de dezvoltare a microsporului la
plantele cu androsterilitate citoplasmatica (ASC) si cu androsterilitate indusa (ASI).

Conform datelor din literaturd, gena MND1 este implicatd in Tmperecherea
cromozomilor si repararea structurii dublu-helix. Astfel, datele obtinute in urma cuantificarii
genei date la plantele de floarea-soarelui, ar sugera ca mecanismele de reglare responsabile
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de inhibarea genei MND1 in pachiten si faza de tetrade la ambele linii cu androsterilitate pot
fi asociate cu distrugerea structurii ADN-ului, ulterior cu fragmentarea cromozomilor ce duc
la sterilitatea masculina (Figura 4.2, a). Mai mult ca atat profilul de expresie al genei MND1
a fost similar la plantele cu ASC si cele cu ASI, subexpresie in pachiten, tetrade si
supraexpresie in faza de diviziuni, microspor.

Activitatea transcriptionald pentru gena AHP2 a fost similara pentru plantele cu ASC si
ASI in pachiten (subexprimare) si in faza de diviziuni (supraexprimare, FC=1,2, care a fost
considerat expresie in limita martorului pentru linia ASC), iar in fazele urmatoare profilul de
expresie a fost diferit in dependenta de tipul de sterilitate, astfel ca la plantele cu ASC gena
AHP2 a fost subexpresata (FC=-3,3 — tetrade, FC=-5,4 — microspor, p<0,05), iar la plantele
cu ASI aceasta a manifestat supraexpresie (FC=2,4 — tetrade, FC=1,5 — microspor, p<0,05),
comparativ cu plantele fertile (Figura 4.2, b).

Analizdnd datele din literaturd cu datele obtinute in studiul dat putem sugera cd
supraexpresia genei AHP2 la plantele cu ASI duce la aparitia aberatiilor cromozomiale,
ulterior la formarea polenului neviabil.

Studiul activitatii transcriptionale a genei ASK1 la floarea-soarelui la plantele cu ASC a
evidentiat un nivel de expresie statistic nesemnificativ in faza de diviziuni, tetrade si
microspor, insd in pachiten a fost remarcata o crestere de 1,6 ori (p <0.05) comparativ cu
plantele fertile (Figura 4.2, c).
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Fig. 4.2. Modificarea activitatii transcriptionale experienta/control (fold change) a genelor in

segregarea cromozomilor la linia SW501ASC si SW501ASI in diferite faze ale microsporogenezei.
Nota: a— MND; b — AHP2; ¢ — ASK1; d — gena DYAD.

Aplicarea exogena a giberelinei asupra plantelor fertile nu a modificat expresia genei
ASK1 in pachiten, insa in faza de diviziuni tratarea cu AGsa redus semnificativ expresia genei
de 1,6 ori (p<0.05) (Figura 4.2, c), ceea ce ar fi putut perturba structura cromozomului si
formarea ulterioard a grauncioarelor de polen sterile.
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O altd gena implicatd 1n organizarea cromozomilor este gena DYAD, izolatd la
Arabidopsis necesara pentru finisarea procesului meiotic [24]. Studiile efectuate de catre
Agashe si colab., sugereaza ca gena DYAD actioneaza in mod specific in meioza avand functia
in coeziunea cromatidelor [1].

Gena DYAD, implicatd in coeziunea cromatidelor, in primele doud faze ale
microsporogenezei plantelor de floarea-soarelui cu sterilitate citoplasmatica si indusa, a
manifestat o expresie care nu au depasit pragul semnificatiei statistice. In urmatoarea faza
profilul de expresie a fost diferit in functie de linie analizata, astfel ca la linia SW501ASC
gena DYAD a fost subexpresatd (FC=-2, p<0,05), iar la linia SW501 tratata cu giberelina a
fost supraexpresatd (FC=2,6, p<0,05). Rezultatele obtinute, la faza de microspor, au aratat
nivelul de expresie a genei analizate creste semnificativ (p<0.05), atat la plantele cu
androsterilitate indusa cat si cele cu androsterilitate citoplasmatica, acesta fiind de 4,0 si
respectiv 2,4 ori mai mare decat nivelul detectat la plantele fertile (Figura 4.2, d).

Generalizand rezultatele obtinute pentru activitatea expresiei genelor implicate in
segregarea cromozomilor, s-a identificat un fold change intre -10 si 23,3 (p<0.05). Cel mai
mare efect s-a obtinut la gena MND1 in faza de diviziuni la plantele cu ASI (FC=23,3). La
plantele cu androsterilitate citoplasmatica a fost observata o tendinta similara de expresie a
genelor ASK1 si DYAD in toate fazele microsporogenezei.

Din totalul variantelor analizate (patru gene si patru faze ale microsporogenezei) la
plantele cu ASC genele au manifestat 25,0% supraexpresie, 37,5% subexprimare si au avut
efect nesemnificativ 37,5%, iar la plantele cu ASI profilul de expresie a indicat 43,75%
supraexpresie, 31,25% subexpresie si cu efect nesemnificativ 25,0%, comparativ cu plantele
fertile.

4.3. Evaluarea nivelului de expresie a genelor cu functii in formarea si activitatea
peretelui/membranelor celulare

Peretii celulari la plante functioneaza ca un suport structural, ce determina forma celulei
si protejeaza celula impotriva stresului biotic si abiotic extern. Pe 1angd mentinerea integritatii
structurale prin rezistenta la presiunea hidrostatica internd, peretele celular ofera flexibilitate
pentru a sustine diviziunea celulard, o barierd biochimicd care permite diferentierea si una
patologica si de mediu care apara impotriva stresului [32, 41].

Analiza expresiei genei GSL12 la floarea-soarelui, implicata in biosinteza calozei, a pus
in evidenta o crestere statistic semnificativa (p<0,05) la plantele cu ASC, fata de plantele fertile.
Astfel, la plantele sterile determinate de prezenta genei orfH522, gena GSL12 a fost
supraexpresata la toate fazele de dezvoltare a celulelor mama polinice. Reiesind din faptul ca
la linia SW501ASC 1n preparatele citologice au fost identificate conglomerate de caloza in toate
fazele microsporogenezei, aceasta ar explica supraexpresia genei GSL12 la plantele cu
androsterilitate citoplasmatica. Comparand datele din literatura cu rezultatele obtinute in studiul
dat, putem deduce ca subexpresie genei GSL12 in pachiten (FC= -14,1; p<0,05), faza de
diviziuni (FC= -2,5; p<0,05) si tetrade (FC= -2,3; p<0,05) la plantele cu androsterilitate indusa
de aplicarea exogena a giberelinei duce la degradarea peretelui calozic si la formarea polenului
steril (Figura 4.3, a).
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Fig. 4.3. Modificarea activitatii transcriptionale experientd/control (fold change) a
genelor in formarea si activitatea peretelui/membranelor celulare la linia SW501ASC si

SWS501ASI in diferite faze ale microsporogenezei.
Nota: a— GSL12; b — EXPAL.

Generalizand aceste rezultate, putem confirma ca la linia SW501ASC caloza nu se
consuma din lipsa meiocitelor normale de aceea gena ce raspunde de biosinteza calozei este
supraexpresatd, iar la linia SW501+AGs inhibarea genei GSL12 duce la formarea meiocitelor
anormale din lipsa de sinteza a calozei. Cu toate acestea, nu se stie daca acesta este singurul
factor care contribuie la aparitia androsterilitatii. Prin urmare, inducerea sterilitatii masculine
la floarea-soarelui, ofera numai dovezi circumstantiale ca peretele calozic are o functie vitala
in microsporogeneza.

Rezultatele obtinute in studiul dat, prezentate in figura 4.3b evidentiaza similaritate
totala a modificarii activitatii transcriptionale a genei EXPA1L la plantele de floarea-soarelui
cu ASC si ASI comparativ cu plantele fertile. Astfel, in pachiten, faza de tetrade si microspor
gena data a fost supraexpresata, insa in faza de diviziuni aceasta s-a inhibat. Cu toate acestea,
la linia SW501ASC in pachiten si la linia SW501+AGs in faza de diviziuni, nivelul de
expresie nu a atins pragul semnificatiei statistice (p<0,05).

Conform datelor obtinute de catre alti autori, supraexpresia genei EXPAL la Arabidopsis
duce la formarea plantulelor cu frunze mai mici si rddacini mai scurte. Rezultatele noastre
arata ca la plantele de floarea-soarelui tratate cu AGs si cele cu androsterilitate citoplasmatica,
de asemenea s-a indus activitatea transcriptionald a genei date, care fenotipic prezentau antere
mai mici si mai subtiri, comparativ cu plantele fertile. Astfel, s-ar putea explica faptul ca
nivelul de expresie marit al genei EXPAL perturba organizarea peretelui celular si duce la
reducerea cresterii, nu la dezvoltare [15].

Luate impreuna, datele noastre sugereaza ca, din totalul variantelor analizate (doua gene
si 4 faze ale microsporogenezei), la plantele cu ASC supraexpresie s-a manifestat in 87,5%
din cazuri si statistic nesenmificative ai fost 12,5%, iar la plantele cu ASI 37,5% a fost
supraexpresie, 50% — subexpresie si 12,5 — statistic nesemnificativ (p<0,05). La plantele cu
ASI ambele gene au manifestat tendinta similard de expresie.
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Sinteza rezulatelor obtinute

In urma analizei comparative a rezultatelor obtinute la nivel molecular si citologic au
fost identificate diferite niveluri de expresie a genelor, care au fost corelate cu prezenta
aberatiilor cromozomiale, degradarea stratului tapetal, meiocite cu forma si structurad
degenerata si polen steril la plantele tratate cu AGas.

In baza datelor obtinute si a celor din literatura de specialitate a fost elaborati o schema
ipotetica, care descrie unele elemente de baza in implicarea genelor meiotice asupra inducerii
androsterilitatii la floarea-soarelui (Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Gene implicate in reglarea ciclului celular, segregarea cromozomilor si
inducerea androsterilitatii la floarea-soarelui.

Supraexpresia unor gene la plantele tratate cu AGs la toate fazele studiate poate fi
interpretata ca fiind:

eraspunsul organismului la inmultirea erorilor de replicare asociate cu sterilitatea
masculind la plante;

erczultatul mutatiilor genice care mareste/diminueaza Sinteza proteinelor, in urma
carora se formeaza grauncioare de polen neviabili sau lipsa acestora la liniile sterile.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu reprezintd un aspect de noutate si
originalitate, deoarece conform datelor disponibile pentru genele PCNA1, Cyclin D3, HIS1-
3, H3.1, AHP2, MND1, SWI1/DYAD, ASK1, EXPAI1 si GSL12 din bazele de date NCBI si
HeliaGene, nu sunt raportate asocieri intre genele studiate si androsterilitatea indusa la
floarea-soarelui.

Datele experimentale obtinute confirma ipoteza asocierii genelor care participd la reglarea
meiozei, organizarea si formarea cromozomilor si activitatea peretelui/membranelor celulare, cu
sterilitatea masculind la floarea-soarelui ca raspuns la actiunea exogena a giberelinei.
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CONCLUZII GENERALE
Cercetarile fenologice, histoanatomice, citogenetice si moleculare au pus 1n evidenta

efectul gametocid semnificativ al giberelinei (AG3), manifestat prin inducerea fenotipica a
androsterilitatii la  floarea-soarelui, determinatd de dereglarea procesului de
microsporogeneza si microgametogeneza la diferite nivele de organizare.

1.

Studiile histoanatomice ale plantelor fertile, cu androsterilitate citoplasmatica si
androsterilitate indusd au evidentiat transformari selective si succesive ale dezvoltarii
gametofitului masculin in functie de tipul de sterilitate. Astfel, la plantele cu ASI straturile
epidermic si endoteciu au prezentat deformatii cu diferit grad de severitate, iar statul
tapetal a avut o forma distorsionatd cu semne de colaps prematur. La plantele cu ASC
efectul pronuntat de accelerare a degenerarii tesuturilor microsporangiului s-a evidentiat
incepand cu faza timpurie, iar in faza de tetrade au manifestat tendinta accentuatd de
aglutinare, stratul tapetal a fost foarte hipertrofiat [49].

Investigatiile citogenetice ale plantelor cu ASI au relevat aparitia unui numar sporit al
aberatiilor cromozomiale (64%) si un continut inalt (71,31%) de produse post-meiotice
atipice precum monade, diade, triade si poliade cu efecte negative asupra gradului de
fertilitate a polenului. La plantele cu ASC meiocitele au prezentat semne evidente de
deteriorare in faza de pachiten cu degradare totala in urmatoarele faze studiate [12].
Analiza citologica a pus in evidentd un grad inalt de sterilitate (88%) si prezenta
grauncioarelor de polen goale, plasmolizate, cu aspect membranos si neuniform la
plantele cu androsterilitate indusa si lipsa totala a polenului la plantele cu androsterilitate
citoplasmatica ereditara [26].

Trei grupuri de gene implicate in microsporogeneza au manifestat 47,5% supraexpresie,
27,5% subexpresie si 25% efect nesemnificativ la plantele cu ASC si ASI, comparativ cu
plantele fertile. A fost stabilita o tendinta similara de expresie a genelor CycD3, MND1
si EXPAL pe tot parcursul dezvoltarii microsporului la ambele tipuri de sterilitate, a
genelor PCNA si H3.1 — la plantele cu ASI si a genelor ASK1 si DYAD, GSL12 si EXPAL
— la plantele cu ASC.

Studiul profilului de expresie al genelor cu rol in organizarea cromozomilor si reglarea
metabolismului ADN la plantele cu ASC a elucidat o dinamica aproximativ egald a
activitdtii transcriptionale (supraexpresie 31,25%, subexpresie 37,5% si expresie
neschimbata 31,25%), in timp ce la plantele cu ASI, 75% dintre genele mentionate au
manifestat un nivel semnificativ de supraexpresie, ceea ce a dus la destabilizarea
echilibrului intre sinteza abundentd a produselor de expresie si mentinerea replicarii
ADN-ului pentru compactizarea corectd a cromozomilor.

Analiza comparativa a profilurilor de expresie a genei implicate in biosinteza calozei
(GSL12), a permis identificarea supraexpresiei in toate fazele microsporogenezei la
plantele cu ASC, care este corelatd cu identificarea conglomeratelor de calozd in
preparatele citologice, iar la plantele cu ASI formarea polenului steril poate fi asociata cu
sinteza insuficientd a calozei prin inhibarea genei date in primele trei faze. In cazul genei
EXPAL1 activitatea transcriptionala sporita fata de plantele fertile, a condus la remodelarea
peretelui celular si modificarea dimensiunilor anterelor la plantele cu ASC si ASI [13].
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10.

11.

12.

RECOMANDARI PRACTICE
Datele obtinute si expuse in tezd sunt recomandate pentru a fi implementate in
curriculumul universitar pentru studii superioare de licenta (ciclul I) la disciplina Biologie
celulara si Biologie moleculara la Departamentul Stiinte Biologice si Geonomice a
Facultatii Stiinte ale Naturii, Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir” [12, 13, 14, 26, 27].

Primerii elaborati pentru determinarea nivelului de expresie a genelor implicate in
procesul de microsporogeneza si androsterilitate citoplasmaticd se recomandad spre
utilizare in cercetarile genetico-moleculare [13].
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ADNOTARE

Nechifor Victoria “Actiunea giberelinei asupra microsporogenezei la floarea-soarelui
(Helianthus annuus L), teza de doctor in stiinte biologice, Chisinau, 2018. Teza include introducere, patru
capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 299 surse, volumul total de 132 pagini, 11
tabele, 42 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate In 12 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus L., microsporogeneza, giberelina, aberatii cromozomiale,
androsterilitate, expresia genelor.

Domeniul de studiu: Genetica vegetala.

Scopul prezentei lucrarii consta in stabilirea rolului giberelinei (AGs) in initierea si reglarea diviziunii
celulare in anterele de floarea-soarelui.

Obiectivele de cercetare: estimarea raportului de corelatie a dimensiunii florilor tubulare si anterelor
cu fazele microsporogenezei si microgametogenezei; determinarea particularitatilor histoanatomice de
dezvoltare ale microsporangiului la plantele de floarea-soarelui fertile, cu androsterilitate citoplasmatica si
indusa; evidentierea indicilor morfo-fiziologici a meiocitelor si microsporilor la plantele tratate si netratate
cu gibereling; elucidarea particularitatilor citogenetice a diviziunii meiotice la floarea-soarelui; studiul
expresiei unor gene implicate in microsporogeneza la floarea-soarelui sub influenta giberelinei.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd a fost evaluata activitatea transcriptionald
a genelor PCNA1, CycD3, HIS1-3, H3.1, AHP2, MND1, DYAD, ASK1, EXPA1 si GSL12 implicate in
procesul de reproducere la floarea-soarelui, care a permis corelarea pattern-ului de expresie cu prezenta
aberatiilor cromozomiale, degradarea stratului tapetal, meiocite cu forma si structurd degenerata, polen steril
la plantele cu ASI. Studiile histoanatomice si citogenetice au evidentiat aspecte noi privind dezvoltarea
diferentiatd a tesuturilor microsporangiului, pe parcursul microsporogenezei, la plantele cu androsterilitate
indusa si cele cu androsterilitate citoplasmatica, comparativ cu plantele fertile. S-a demostrat efectul
gametocid al giberelinei prin scaderea dimensiunii anterelor, identificarea unui numar mare de aberatii
cromozomiale la plantele tratate si inhibarea totald a meiozei la plantele cu ASC. Problema stiintifici
importanta solutionata consta in elucidarea rolului giberelinei in initierea si reglarea diviziunii celulare in
antere de floarea-soarelui, intr-un sistem model (plante fertile, cu androsterilitate citoplasmaticd si
androsterilitate indusd), fapt ce contribuie la identificarea pattern-urilor de expresie diferentiatd a genelor
implicate in microsporogeneza in dependenta de tipul de sterilitate, stabilirea fazei in care a fost perturbatd
meioza la plantele cu ASI ce a favorizat formarea grauncioarelor de polen sterile si lipsa acestora la plantele
cu ASC, ceea ce duce la clarificarea mecanismelor de inducere a androsterilitatii. Importanta teoretica a
lucrarii. Rezultatele prezentate aprofundeaza cunostintele existente despre mecanismele histoanatomice si
citologice ale tranzitiei de la sporofitul diploid la gametofitul haploid al plantelor de floarea-soarelui cu
sterilitate masculina indusa si citoplasmaticd. Cercetdrile vizeaza fundamentarea informatiilor despre
actiunea giberelinei asupra gradului de fertilitate la floarea-soarelui si a microsporangiului la plantele fertile
st cu androsterilitate citoplasmatica si modelarea unei scheme ipotetice, care descrie elementele de baza in
inducerea sterilitatii masculine la diferite etape de dezvoltarea a celulelor mama polen. Valoarea aplicativa.
Au fost implimentate metodele de microscopie fotonica si ultramicrotomare in Laboratorul de Genomica,
care permit eficientizarea cercetarii unor procese sau mecanisme corelate cu studiile moleculare. Studiul
bioinformatic si molecular realizat prin metoda Real-Time PCR a permis identificarea unor gene implicate
in microsporogeneza cu rol prioritar si potential in androsterilitatea la floarea-soarelui. Implementarea
rezultatelor stiintifice. Datele obtinute si expuse in teza servesc material stiintifico-didactic in predarea
cursului de Biologie moleculara si Biologie celulard. Primerii specifici, elaborati in baza secventelor EST
din baza de date NCBI, pentru studiul expresiei a 10 gene la plantele de floarea-soarelui cu androsterilitate
indusa si citoplasmatica sunt utilizati in cadrul Centrului Geneticd Functionala al Universitatii de Stat
,,Dimitrie Cantemir” si sunt recomandati pentru cercetdri genetico-moleculare ulterioare.
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AHHOTAIUA

Hexugop Buxropusi «Biusinie rmodepe/UMHA HA MEKpocrioporeHes moacoaHeunnka (Helianthus
annuus L) » muccepraiiisi Ha COMCKAHUE YUEHOM CTETIeHU JIOKTopa Ororormyeckux Hayk, Kumnes, 2018. Pabora
BKJTIOYACT BBEJICHHE, YETHIPS IVIaBbl, OOIIME BHIBOIBI M peKOMEH MK, Oromorpaduro 3 299 ucrodHukos, 132
CcTpaHuI1 00ITIero oobeMa, 42 prcyHkoB 1 1 1 TaGmwr, [ loimydeHHbIe pe3yIbTarbl OTpOKeHBI B 12 HaydHBIX YO MKAISIX.

KmoueBbie ciioBa: Helianthus annuus L., mukpocrioporeHes, riO0SpesUiH, XPOMOCOMHBIC a0eppaliyu,
UTOITA3MATHHIECKAst MY>KCKast CTCPHITBHOCTb, SKCIPECCHS TEHOB.

Obu1acTb HeCTIeI0BAHMSI: TEHETHKA PACTEHNI.

Lesbro aHHO# paboThI SBIISICTCS BhIRIICHHE poi rio0epervmHa (I'K3) B MHHIMAL K 1 peryJIsI M7 MPOLIECCOB
KIIETOYHOTO JIeJICHUS B IMTbUTHHHUKAX TIOZICOJTHEYHUKA.

3anaun uccIeIOBaHMS: OLICHKA KOXD(DHIIEHTA Koppesiyuu pasMepa mpyouamuix Yeemkos 1 ThUTHHAKOB C
(hazaMy MUKpPOCTIOPOTeHe3a ¥ MUKPOTraMETOTeHe3a; ONpeielieHHe THCTOAHATOMIUECKUX OCOOSHHOCTEH B Pa3BUTHI
MHKPOCTIOPAHTUEB Y (PepTUILHBIX PACTEeHHH TIOICOIMHEYHNKA, PACTEHHH C IATOIIA3MATHHYSCKOM M MHTyLTAPOBAHHOM
MY’KCKOH CTEPUITBHOCTBIO; BBIIBIIEHHE MOP(O-(PIBHUONOIMHECKUX TapaMeTpOB MUKPOCTIOPOLITOB M MUKPOCTIOP Y
pacTeHnii 00pabOTaHHBIX M HEOOPAOOTAHHBIX THOOCPEIUIMHOM; Pa3bSICHEHHUE IMTOICHETHUECKUX OCOOCHHOCTEH
MEHOTHYECKOTO JIICHHsI y  TIOZICOVIHEYHMKA; M3ydeHHe TpOQWIS OKCIPECCHMM TEHOB, YJaCTBYIONMX B
MUKPOCTIOPOT€HE3E TIOZICOITHEYHHKA TT0]T BIMSIHAEM TMO0CSpeIUIHA.

HousHa u HayyHasi OPUIMHAILHOCTB. BriepBbie ObITa MpoaHAM3UPOBaHA TPAHCKPUTTIIMOHHAS aKTUBHOCTh
reroB PCNAL, Cyclin D3, HIS1-3, H3.1, AHP2, MND1, DYAD, ASK1, EXPAL u GSL12, yaactByrommx B rporiecce
PB3MHOKEHHST TIOZICONIHEYHMKA, YTO TIO3BOMWIO KOPPEIMpOBaTh MpOQIh SKCIIPECCHMM T€HOB C HATMUHEM
XPOMOCOMHBIX a0eppalLiviii, erpajialiiel TareTyma, MOSBICHIEM MEHOLMTOB C pazpyIeHHOH (GOpMOIt U CTPYKTYpPOH,
00pa30BaHMEM CTEPIIIBHOW THUIBIBI Y PACTCHHH C WHIYIMPOBAHHON CTEPIIHHOCTBIO. | MCTO-aHATOMUYeCKUE U
LIATOreHETUYECKHIE UCCTIETIOBAHNS BBIBIIIA HOBBIE acTIeKThI M(DQEpeHIMATEHONO pa3BUTHES TKAHEH MUKPOCTIOPAHT st
B XOJIe MUKPOCIIOPOTEHE3a Y PACTEHUI C MHIYLIMPOBAHHOW M LIMTOIUIA3MATUYECKON MY/KCKOW CTEPUIIBHOCTBIO B
CpaBHEHMH C (DEpTIUIBHBIMA PACTeHHSIMH. BbUIO TIPOZIEMOHCTPHPOBAH TaMETOLIIHBIA ek rrddepervmHa0
TIPOSIRIISEOIIIMIACS. YMEHBIIICHHAEM Pa3MEPOB IEUTHHUKOB, MPUCYTCTBUEM OONBIIIONO YHCIA XPOMOCOMHBIX a00eparmii y
00pabOTaHHBIX PACTEHWH W TIOIHOW MHTMOMIMEN Meiioza y pactennii ¢ [IMC. Perennas Hay4Hasi npodJiema
3AKITFOYACTCS B GbLARTCHUY PO THOOEPEIUTMHA B MHULIMAPOBAHNN U PErYJIMN KISTOYHOTO JISTICHUS B TIHUTBIIE
TIOZICOTHEUHHKA B MOZIENTBHOM cucTeMe ((hepTIuIbHBIE pacTeHHs, PACTEHHSI C LIMTOILIAa3MATHUYECKON 1 MHTyLIMPOBAHHOM
MYXKCKOH CTEPIITBHOCTBIO), UTO CHOcoOcmayem OrperieNieHito U hepeHIIMpoBaHHBIX TIPO(HIIEH SKCIPECCHH TEHOB,
YUYaCTBYIOIMX B MUKPOCTIOPOTEHE3E, B 3aBHCMOCTH OT THIA CTEPIBHOCTH, MieHTH(HKAIIH (hasbl B KOTOPO ObUT
HapyIeH Mel03 y pacTeHui ¢ MHTyIIPOBAHHOK CTEPHITBHOCTBIO, YTO MPUBENIO K 00Pa30BAHHEO CTEPIUTHHON IMbUTHLIBL,
M OTCYTCTBUIO TakoBoM y pacrenrii ¢ [LIMC, 4to mpusodeno K BBIICHEHHIO MEXaHW3MOB MHIYKIIMH MYKCKOM
crepwibHOCTH. Teoperudeckasi 3HAUMMOCTD. [ [peicTaReHHbIE Pe3y/BTaThl YITYOIISEOT CYIIECTBYIOILIE 3HAHHS 00
TYICTOAHATOMUYECKMX M LIATOTIOTMYECKUX MEXaHM3Max Iepexosia OT JMIUIOMIHOTO CHOpo(uTa K TraruioNIHOMY
raMeToUTy PacTeHHi TIOJICOITHEYHHUKA C IUTOIUIA3MATUYECKOW M MHITYIIMPOBAHHON MYXKCKOHM CTepIIBHOCTHIO. B
MICCIIEIOBAHNM OCHOBHOE BHUMAHHE YJIESIETCs JISHCTBIIO THOOEpesUTMHA Ha CTerieHb (hepTHiTbHOCTH MOZICOTHEYHHKA U
MHKPOCTIOpaHTMeB B (pepTiiibHBIX pacTeHmsix M pacteHmsix ¢ [IMC u MoneMpOBaHUIO TUTTOTETUHECKON CXEMBI,
OIKCBIBAOLLIEH OCHOBBI MHTYLIMPOBAHV] MY/KCKOH CTEPIIIBHOCTH HA PA3HBIX CTAIMSIX PA3BUTHS MATEPHHCKHX KIIETOK
nbUTbLEL [IpHKIIaIHAs IeHHOCTB Pa0oThI. BeUTi BHEIPEHB! METOIB! (POTOHHON MUKPOCKOIHH X MUKPOTOMUPOBAHHS
B JlaGoparopun ['eHOMUKH, KOTOpbIe TIO3BOJEFOT Ooree S(HEKTUBHO MCCIIEIOBATh TPOLIECChI WM MEXAHH3MBI,
KOPPE/MPYIOIINE C MOJIEKYIISPHBIME MCCIIETIOBAHMSIMEL BronH(OpMAIMOHHOE ¥ MOJIEKYIISIPHOE MCCIIEIOBAHHE C
nioMorpo [P B pearbHOM BpeMeHH TIO3BOIIN WIICHTH(DHITPOBATH TeHBI, YIACTBYFOIIE B MAKPOCTIOPOTEHESE, C
MPUOPUTETHON M TIOTEHIMAIBHOM POJIBE0 B MYKCKOM CTEPWIBHOCTY Y TOJICOJIHEYHVKA. BHeIpeHne Hay4HbIX
pocTkenuii. [ lomydeHHbIe 1 NPeCTaRIEeHHbIE B IMCCEPTALIMK IAHHBIE CITYKaT HAYIHO-MJAKTYECKUM MaTEpHaTioM
5151 O0YHeHHST KypCY MOJIEKYIIIPHOM 1 KIIeTouHOM Orionorvn. Crierpdideckuie npaiiMepbl, paspaboTaHHbIE Ha OCHOBE
niocnienioBaresibHocTel EST m3 6asbl iannbx NCBI st n3yuennst sxcrpeccrut 10 TeHOB y pacTeHusi MOACOTHETHHKA
C MHIYLIMPOBAHHOM Y LIMTOIUIA3MATUYECKON MYKCKOW CTEPHIIBHOCTBIO, UCTIONB3YROTCS B LleHTpe PyHKIMOHATEHOM
[enervxu, ['Y,, JiMutpuii Karmemup™” v peKOMEHITYFOTCS J1s1 Oy TyITIX THETUUYECKUX M MOJICKYJIIPHBIX MICCIICIOBAHHI.
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ANNOTATION

Nechifor Victoria The influence of gibberellins on the microsporogenesis at sunflower (Helianthus
annus L.)"", PhD in Biological Sciences, Chisinau, 2018. The thesis includes introduction, four chapters, general
conclusions and recommendations, bibliography of 299 sources, total volume of 132 pages, 11 tables, 42 figures.
The obtained results are published in 12 scientific papers.

Key words: Helianthus annuus L., microsporogenesis, gibberellin, chromosome aberrations,
androsterility, gene expression.

Field of study: Plant genetics.

The purpose of the research: the goal of this work is to establish of the role of gibberellin (GA3) in
initiation and regulation of cell division in anthers of sunflower.

Objectives of the thesis: to estimate the correlation of the tubular flowers size and anthers with
microsporogenesis phases and microgametogenesis; to determine the histoanatomical peculiarities of
development of microsporangium in the plants of fertile sunflower with cytoplasmic and induced androsterility;
to recognize the morpho-physiological indices of meiocytes and microspores in treated and untreated plants with
gibberellin; to elucidate the cytogenetic peculiarities of the meiotic division in sunflower; to study the expression
of some genes involved in sunflower microsporogenesis under the influence of gibberellin.

Scientific novelty and originality. For the first time the transcriptional activity of the genes PCNAL,
Cyclin D3, HIS1-3,H3.1, AHP2, MND1, DYAD, ASK1, EXPA1 and GSL12 involved in the reproduction process
of sunflower, which allowed the correlation of the pattern of expression with the presence of chromosome
aberrations, degradation of the tapetal layer, meiocytes with degenerated shape and structure, sterile pollen in
plants with IMS and their lack of in those with CMS have been evaluated. Histoanatomical and cytogenetic
studies have highlighted new aspects of differentiated development of microsporangium tissues during
microsporogenesis in induced male sterility plants and those with cytoplasmic androsterility compared to fertile
sunflower plants. The gametocidal effect of gibberellin was demonstrated by diminishing anthers, was identified
a large number of chromosomal aberrations in treated plants and total inhibition of meiosis in CMS. The most
important solved scientific problem consists in explanation of the gibberellins role in initiating and regulating
the cell division in the anther of sunflower, in a model system (fertile plants, with cytoplasmic male sterility and
induced androsterility) that contributes to explanation the patterns of differentiated expression of genes involved
in microsporogenesis depending on the type of sterility, identification of the phase in which meiosis was disrupted
in plants with IMS through the formation of sterile grains of pollen and lack thereof in plants with CMS, which
allowed clarification of the mechanisms of induction of androsterility. The theoretical significance. The results
presented extend the existing knowledge of the histoanatomical and cytological mechanisms of the transition
from diploid sporophyte to the haploid gametophyte of sunflower plants with induced and cytoplasmic male
sterility. Research is aimed at substantiating the information about the action of gibberellin on the fertility in
sunflower and microsporangium in fertile plants and cytoplasmic androsterility and development of a
hypothetical scheme, which would describe the basic elements of male sterility induction at different stages of
the pollen mother cells development. The applied value of the work. The methods of photonic microscopy and
ultramicrotomation have been implemented in the Laboratory of Genomics that contribute efficient investigation
of the processes or mechanisms related to molecular studies, have been appropriated. The bioinformatical and
molecular, via Real-Time PCR method, study provided for the identification of genes involved in
microsporogenesis with a priority and potential role in the androsterility of sunflower. Implementation of
scientific results. The data obtained and exhibited in the thesis serve as scientific material during teaching of
courses on molecular biology and cellular biology. Specific primers developed from EST sequences of the NCBI
database, with the purpose of investigation of the expression of 10 genes from sunflower plants with induced and
cytoplasmic androsterility are applied in the Centre Functional Genetics of State University “Dimitrie Cantemir”
and are recommended for implementation in further genetical-molecular investigations.
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