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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Cerintele actuale expuse fatd de obiec-
tivele de dezvoltare a economiei nationale a Republicii Moldova impun intreprinderea
anumitor schimbari esentiale in tehnologiile de ameliorare a plantelor bazate pe abordari,
care sa permita sporirea considerabila a recoltelor in baza elaborarii procedeelor si bioteh-
nologiilor pentru asigurarea crearii directionate a soiurilor si formelor de plante cu pro-
ductivitate si calitate sporitd, rezistenta la boli si toleranta la factorii climatici nefavorabili.
Progresele importante pe care le-a inregistrat in ultimele decenii genetica contribuie la
fundamentarea unor noi cdi de manipulare a materialului ereditar, astfel ca sa raspunda
sarcinilor biologiei aplicate. In aceasta directie se inscriu lucrarile consacrate cercetirilor
ce au drept scop extinderea variabilitatii genetice si obtinerea formelor cu combinatii de
gene valoroase. Programele de ameliorare orientate pe crearea de soiuri performante ne-
cesita atragerea de noi surse de germoplasma, obtinute prin inducerea unei diversitati cat
mai mari. Totodata, In realizarea acestor deziderate exista mai multe bariere cum ar fi:
distribuirea co-orientata a schimburilor cromatidice, limitarea recombinarii datorita inter-
ferentei alelelor, recesivitatea genelor ce controleaza recombinarea [60]. Traditional in
ameliorare, pentru depasirea acestor bariere, drept procedee de obtinere si majorare a va-
riabilitdtii, se aplica hibridarea, mutageneza experimentala [37], cultura in vitro [9].

Virusurile reprezinta cel mai important grup de patogeni cu impact negativ asupra
plantelor de cultura, cauzand reduceri majore ale recoltei cu afectarea semnificativa a
calitatii productiei. Conform relatarilor din literatura de specialitate din ultimele dece-
nii, infectiile virale dupa impactul provocat asupra sistemelor biologice sunt considera-
te factori cu actiune la nivel molecular [33]. In pofida progreselor realizate in cunoas-
terea bazelor patogenezei virale, exista multi determinanti de patogenitate pentru care
indicii cu privire la mecanismul lor de actiune sunt inca neelucidati. Studiile ce pot
contribui la evaluarea situatiei, impun necesitatea extinderii numarului de patosisteme
experimentale si a conditiilor de interactiune gazda-patogen, conducand la relevarea
mecanismelor alternative de aparare a plantelor.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. Conform unor date recente se cunosc peste 1500 de virusuri capabile sa in-
fecteze plantele [41]. Impactul economic negativ provocat de viroze variaza intre 10-
80%, iar uneori poate atinge pana la 100%. Pentru unele culturi pagubele pot fi atat de
majore, incat este pusd in pericol mentinerea soiului, liniei sau chiar a speciei. Infectii-
le virale genereaza la plantele infectate un sir de simptome conditionate de mai multe
elemente, principalele dintre care sunt relatiile stabilite intre genotipul gazdei si a viru-
sului (susceptibilitate, toleranta, rezistenta), factorii de mediu, etc.

Fiind paraziti obligatori, virusurile sunt in deplind dependenta plastica si energe-
tica de celulele vii infectate. Interactiunile dintre plante si agentii patogeni se bazeaza
pe mecanisme genetice si epigenetice [32; 45]. Patrunderea particulelor virale si infec-
tarea unei gazde sensibile cu un virus compatibil contribuie la activarea semnalelor
cum ar fi inducerea ARNSsi [24], care se extind sistemic de la locul de infectare spre
tesuturile neinfectate, inclusiv tesuturile organelor generative, declansand diverse
reactii de raspuns ce au la baza modificarea unor procese si cai metabolice [69]. Ca
urmare a conexiunilor dintre virusuri si componentele celulare se stabilesc modificari
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in biosinteza compusilor organici, respiratie, fotosinteza, sinteza hormonilor si compu-
silor de semnalizare [31]. Interactiunile factorilor patogeni si celulari pot provoca, de
asemenea, instabilitatea genomului datorita rearanjamentelor structurale ale ADN-ului
[61], paramutatii [23], perturbari ale recombinarii [51; 56; 67], modificari ale expresiei
genelor [47]. Se considera, ca virusurile infecteaza celulele, care se divid activ si pot
dezvolta mecanisme pentru declansarea diviziunilor celulare [34]. Lukens L. si Zhan
S. [57] au concluzionat ca factorii ce produc modificari in reproducerea celulara induc
variabilitate genetica si, respectiv afecteaza spectrul urmatoarelor generatii. Pentru in-
telegerea mecanismului de interactiune gazda-patogen este importantd cunoasterea
bazei genetico-moleculare a reactiilor de raspuns in vederea descrierii genotipurilor de
interes 1n programe de ameliorare [10].

Cercetarile cu privire la identificarea si dezvoltarea conceptelor patogenezei vi-
rale confirma complexitatea acestui proces. Totodata studiile care au contribuit la pro-
gresul acestor evaludri au fost executate pe un numar limitat de patosisteme, dovedind
Importanta dezvaluirii mecanismelor de actiune a agentilor virali asupra gazdelor de
importanta economica.

Scopul cercetarilor: elucidarea impactului agentilor virali in inducerea variabi-
litatii genetice si stabilirea efectelor citogenetice ale patogenezei virale la plantele de
culturd in baza identificarii particularitatilor proliferarilor mitotice si meiotice in sis-
teme compatibile gazda-patogen.

Obiectivele studiului:

eidentificarea modificarilor induse de infectiile virale in sistemele celulare dife-
rentiate si in diviziune activa la plantele de cultura (orz, tomate, varza) infectate cu vi-
rusuri ARN sau ADN,;

estabilirea particularitatilor diviziunilor meiotice si mitotice in diverse sisteme
gazda-patogen;

ecvaluarea impactului infectilor virale asupra procesului de recombinare meioti-
ca si somatica in dependenta de particularitatile sistemului gazda-patogen;

edeterminarea specificului proceselor de diviziune celulara la descendentii obti-
nuti in conditii de patogeneza virala;

ecstimarea variabilitatii genetice la plantele infectate si descendentii acestora;

eaprecierea genotoxicitatii agentilor virali la plantele gazda;

eidentificarea mecanismelor implicate in procesul de generare a variabilitatii
genetice induse de infectiile virale;

eclaborarea procedeelor de inducere si apreciere a variabilitatii genetice, precum
si de selectare a genotipurilor recombinante cu caractere utile in baza aplicarii infectiei
virale in calitate de factor recombinogen.

Metodologia cercetarii stiintifice. Cercetarile au fost organizate pe sisteme
gazda-patogen formate in baza genotipurilor sensibile de culturi agricole si virusuri
ARN si ADN componente. In conformitate cu specificul agentului viral, au fost selec-
tate gazde compatibile, care asigura reproducerea si propagarea sistemica a infectiei
fara capacitatea de transmitere verticala (prin polen sau ovule). In scopul evidentierii
particularitatilor structurale si functionale generate de agentii virali la plantele infectate
si descendentii lor au fost utilizate specii autogame (tomate, orz si varza), care au ma-



nifestat sensibilitate (susceptibilitate sau tolerantd) la virusurile ADN sau ARN. Cerce-
tarile structurale au fost realizate la nivelul tesuturilor si celulelor compatibile (organe
vegetative si reproductive), celulelor necompatibile pentru germenii virali (microspori)
la plantele infectate. Impactul infectiilor virale (ARN si ADN) asupra proceselor proli-
ferative a fost stabilit la nivelul tesuturilor generatoare (celule ale meristemelor radicu-
lare, arhesporale), precum si tesuturi calusale (celule somatice aflate in diviziune acti-
va si diferentiere). In scopul aprecierii efectului genetic al infectiilor virale au fost rea-
lizate studii comparative ale actiunii razelor gama — factor mutagenic cu mecanism de
actiune asupra sistemelor biologice cunoscut.

Pentru realizarea obiectivelor trasate au fost utilizate metode virusologice de di-
agnostic si studiu al agentilor virali; de inducere a variabilitatii genetice, precum cultu-
ra in vitro si mutageneza experimentala; metode citogenetice (evaluarea diviziunilor
mitotice si meiotice, recombinarii meiotice si somatice), moleculare (RT-PCR cantita-
tiv), biochimice (polimorfismul peroxidazelor, polifenoloxidazelor si esterazelor, pro-
teinelor de rezerva, continutul substantelor uscate) si biometrice conform ghidurilor
UPOYV aprobate pentru fiecare cultura.

Noutatea si originalitatea stiintificd a rezultatelor obtinute rezida in argu-
mentarea conceptului privitor la efectele genetice produse de infectiile virale la gazde-
le susceptibile, rezultate ce confirma posibilitatea utilizarii fitovirusurilor in calitate de
inductori ai variabilitatii, care prin modul lor de interactiune cu planta-gazda modifica
structura internd, reorienteaza procesele de transcriptie si translatie din celuld, afectand
procesele proliferative si variatia caracterelor.

Pentru prima oara a fost demonstrata posibilitatea aplicarii virusurilor in variatia
expresiei genelor, marirea spectrului de recombinatii si extinderea diversitatii genetice,
modificari ce pot fi transmise la descendentii plantelor infectate.

Problema stiintifica importanta solutionata consta in fundamentarea unei noi di-
rectii stiintifice in cercetérile biologice ce vizeaza efectele genetice provocate de virusuri
la gazdele sensibile, ce a condus la dezvoltarea conceptului privind impactul fitovirusuri-
lor in calitate de inductori ai variabilititii genetice la plantele de culturi. In baza stu-
diului citogenetic al patogenezei virale au fost stabilite reorganizari structurale, efecte ge-
netice, exprimate prin abateri ale recombinarii somatice, meiotice, perturbari ale procese-
lor proliferative, modificari ale gradului de expresie a genelor asociate patogenezei la
gazde si descendentii plantelor infectate, rezultate ce au permis evidentierea marcherilor
proteici asociati cu patogeneza virald ce oferd date noi despre particularititile mecanisme-
lor de susceptibilitate si rezistenta ale plantelor la agentii virali.

Rezultate principial noi pentru stiinta si practica obtinute. Virozele cauzate
de VAT, VXC, VMT, VMDO si VMCo conditioneazd modificiri macro- si mi-
crostructurale, rezultate In urma interactiunii dintre patogen si gazda susceptibila,
care se manifestd prin reactii specifice si nespecifice la nivelul tesuturilor ce constituie
sediu pentru reproducere si multiplicare a virionilor, precum tesuturile asimilatoare ale
frunzelor, tesuturile sterile ale organelor reproductive, dar si a celulelor microsporale
lipsite de particule virale. Modificarile citopatice induse la nivelul organitelor celulare
poartd caracter stereotipic, manifestand eterogenitate in gradul de expresie la nivelul
unei celule, precum si intre celulele aceluiasi tesut.



Analiza citologica a microsporogenezel a evidentiat majorarea frecventei abe-
ratiilor meiotice la soiurile de tomate si orz in cazul infectarii cu VAT, VXC, si
VMDO, respectiv. La plantele infectate s-a constatat o crestere semnificativa a numa-
rului de aberatii cromozomale de tipul eliminarilor de cromozomi, cromozomi retarda-
tari, punti cu sau fard fragmente; distributia neuniformd a materialului genetic intre
celulele fiice; sporirea frecventei de sporade anormale. Amplitudinea repercusiunilor
provocate de agentii virali in procesul de meioza depinde de sistemul virus-planta, fi-
ind influentata de genotipul gazdei in proportie de cca 50%, iar puterea de actiune a
infectiei variaza intre 18+36%. Sistemele gazda-patogen reactioneaza specific in ceea
ce priveste cota aberatiilor si spectrul aberatiilor cromozomale.

A fost demonstrata influenta infectiilor virale asupra inducerii mutatiilor meioti-
ce, modificari ale recombinarii mitotice si meiotice. Urmare a infectarii tomatelor cu
VAT sau VXC, soiurilor de orz de primavarda — VMDO, are loc sporirea numarului de
chiasme interstitiale complementata de majorarea sau micsorarea celor terminale, ceea
ce poate rezulta atat din redistribuirea, cat si inducerea unor noi schimburi de segmente
cromatidice, reconformari ce pot contribui la sporirea recombinarii genelor localizate
in acelasi grup de linkage si generarea de noi combinatii alelice. Impactul infectiei vi-
rale asupra recombindrii meiotice (stabilit n baza evaluarii frecventei si spectrului
crossing-over-ului meiotic) si mitotice (estimat prin analiza schimburilor intre croma-
tidele surori) denota insusirea genotoxica a VAT, VXC, VMDO. Infectia produsa de
VMDO a cauzat anomalii ale fusului de diviziune, precum C-mitozele, ceea ce denota
caracterul aneugen si demonstreaza efectul mitodepresiv al infectiei virale.

Semnificatia teoretica. A fost elucidat raspunsul plantelor la infectiile virale ex-
primat la nivel ultrastructural prin reorganizari cu caracter specific, care pot servi drept
criteriu pentru detectarea patogenului, si nespecific, manifestat in baza principiilor res-
tructurdrilor tipice, ce reflecta patogenitatea agentului viral. A fost demonstrat impac-
tul infectiilor virale asupra celulelor plantei gazda si aparatului genetic prin inducerea
de mutatii meiotice, modificari ale recombinarii mitotice si meiotice la plantele infec-
tate cu repercusiuni la descendentii obtinuti n conditii de patogeneza virala. Infectiile
virale produse la gazdele sensibile genereaza o gama largd de reactii de raspunsuri care
accentueazd asincronismul diviziunilor celulare si eterogenitatea modificarilor morfo-
functionale si genetice. Prin tehnici moleculare (RT-PCR) s-au stabilit abateri specifice
ale expresiei genelor implicate in metabolismul antioxidant (APX si SOD), proteinelor
asociate patogenezei (PR), dependente de specificitatea fitopatosistemelor, care pot fi
utilizate in identificarea genotipurilor cu diferitd sensibilitate la agentul viral.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Investigatiile citogenetice ale interactiunii viru-
surilor cu plantele gazda (tomate, orz, varza) au contribuit la identificarea mecanisme-
lor de sporire a variabilitatii genetice la plantele de cultura, fiind dovedita posibilitatea
utilizarii fitovirusurilor in calitate de inductori ai variabilitatii genetice [1; 3; 6]. Urma-
re a studiilor comparative (razele gama, cultura in vitro) ale diversitatii genetice induse
de fitovirusuri s-a stabilit generarea unui polimorfism a mai multor caractere [7; 11;
14]. In baza acestor rezultate a fost demonstrati posibilitatea majorarii variabilitatii
genetice in dependenti de particularititile sistemului gazda-patogen. In cadrul studiu-
lui au fost elaborate procedee de extindere a diversitatii genetice prin utilizarea solitara
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a infectiilor virale sau 1n asociere cu razele gama / cultura in vitro la diferite plante de
cultura (tomate, orz, varza) si elucidate particularitatile proliferarii celulare, inducerii
recombinarii somatice sau meiotice [4; 5; 17; 21; 28].

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Sistemele gazda-patogen formate din genotipuri sensibile ale plantelor de cultu-
ra si virusurt ARN sau ADN se caracterizeaza prin modificari macro- i microstructu-
rale ale celulelor infectate (tesuturi asimilatoare, de protectie), dar si a celor lipsite de
germeni virali (tesuturi arhesporale), exprimand reactii specifice si stereotipice.

2. La nivelul tesuturilor compatibile procesului infectios (organe vegetative si re-
productive) si necompatibile pentru germenii virali (microspori) se identifica sensibili-
tate celulara diferentiata.

3. Impactul infectiilor virale in conjugarea cromozomilor, distribuirea materialului
genetic Intre celulele fiice este comparabil cu efectele produse de razele gama.

4. Efecte destabilizatoare ale microsporogenezei la genotipurile de tomate si orz in-
fectate cu virusuri ce conditioneaza sporirea asincronismului si accelerarea promovarii
etapelor meiozei.

5. Sporirea coeziunilor sinaptice si redistribuirea schimburilor cromatidice, la des-
cendentii plantelor infectate sistemic, ce servesc drept sursa de generare a variabilitatii
genetice.

6. Efecte genotoxice, mitogene ale virusurilor ARN la gazde si descendentii plan-
telor infectate ce includ modificari ale recombinarii somatice; perturbarea diviziunilor
mitotice, modificari ale expresiei genelor implicate in metabolismul antioxidant (APX
si SOD) si proteinelor asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10).

7. Efect nucleopatic de pozitie exprimat prin reconformari ale cromatinei pentru vi-
rusul ADN component la gazdele sensibile.

8. Procedee de inducere a variabilitatii genetice cu aplicare a infectiei virale ca fac-
tor recombinogen si aprecierea diversitatii in baza marcherilor proteici (hordeinelor),
enzimatici (peroxidazelor, polifenoloxidazelor), moleculari (PR-5).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Studiile comparative ale diversitatii in-
duse de fitovirusuri au stabilit generarea unui polimorfism genetic dupa mai multe ca-
ractere cantitative si calitative in baza carora au fost elaborate procedee de extindere
a variabilitatii genetice prin utilizarea solitara a infectiilor virale sau in asociere cu
razele gama / cultuta in vitro, procedee de obtinere a recombinantilor pentru diferite
plante de cultura (tomate, orz, varza) [1; 3; 6]. Rezultatele cercetarilor au fost aplicate
in obtinerea de forme noi de tomate (2 acte de implementare, 2 brevete de soi de plan-
td). Realizdrile obtinute au servit ca suport metodologic pentru asigurarea cursurilor
Biologia celulara, Histologie vegetala si lucrarilor practice Metode citologice de exa-
minare a celulelor si tesuturilor destinate studentilor ciclului I si II, Universitatea de
Stat din Moldova.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele si concluziile principale obtinu-
te la tema tezei au fost comunicate si discutate in cadrul a 32 manifestatii stiintifice din
tard, inclusiv 16 peste hotare (Romania, Federatia Rusa, Franta).

Publicatii la tema tezei. Principalele rezultate sunt expuse in 74 lucrari, inclu-
siv: 1 monografie, 7 articole in reviste recenzate din straindtate, 9 articole in reviste
incluse in Registrul National al revistelor de profil, 22 articole in culegeri stiintifice, 22
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teze la manifestari stiintifice, 5 brevete de inventie, inclusiv 2 pentru soi de planta, 1
indrumare metodica.

Volumul si structura lucrarii. Teza include introducere, 6 capitole, concluzii
generale, recomandari practice, bibliografie (490 surse), 8 anexe. Lucrarea este expusa
pe 209 pagini text de baza, contine 45 tabele si 54 figuri.

Cuvinte cheie: citogenetica, plante de cultura, virusuri, recombinare meiotica,
recombinare somatica, marcheri proteici, microsporogeneza, patogeneza virala, ul-
trastructura, variabilitate genetica.

CONTINUTUL TEZEI
INTRODUCERE. Este prezentata caracteristica succinta a lucrarii; inclusiv este
descrisa actualitatea si importanta problemei abordate, scopul si obiectivele cercetari-
lor, ipoteza de cercetare, noutatea stiintifica si valoarea aplicativa a rezultatelor obtinu-
te, aprobarea rezultatelor, sumarul compartimentelor tezei.

1. CITOGENETICA PATOGENEZEI VIRALE

Este expusa analiza literaturii de specialitate la nivel national si mondial, fiind pre-
zentatd sinteza informatiei privitor la:

» organizarea moleculara a fitovirusurilor si strategiile de expresie a genelor vira-

le, mecanismele de reactie a plantelor la infectare cu virusuri;

> tipurile de rezistenta si factorii ce determina sensibilitatea declansata de efecte;

impactul infectiilor virale la plantele gazda la nivel structural si functional,

» analizati factorii ce influenteaza proliferarea celulara si inductorii diversitatii

genetice la plante.

Lipsa datelor privind aspectele citogenetice ale virozelor si impactul virusurilor
asupra proliferarilor celulare, evenimente ce stau la baza variabilitatii genetice, precum
si a influentei agentilor virali asupra descendentilor plantelor infectate, a determinat
indentificarea obiectivelor - reper pentru evaluarea patogenezei virale la sistemele gaz-
da-patogen formate in baza virusurilor cu diferite tipuri de genomuri (ADN, ARN) si
strategii de replicare.

2. MATERIALELE SI METODELE DE CERCETARE

Cercetarile incluse in teza au fost realizate in cadrul Institutului de Genetica, Fizio-
logie si Protectie a Plantelor in perioada 1994-2018, 1n conditii de laborator (Laboratorul
Biotehnologii Vegetale), solariu si camp. Studiile au fost organizate pe 32 sisteme gazda-
patogen, create luand in considerare particularitatile agentului viral (ADN - virusul moza-
icului conopidei, VMCo si ARN - virusul mozaicului tutunului, VMT; virusul aspermiei
tomatelor, VAT; virusul X al cartofului, VXC; virusul mozaicului dungat al orzului,
VMDO) si spectrul speciilor gazdi (culturi autogame). In calitate de gazde au servit 8
genotipuri de tomate dintre care 6 sensibile la VAT, VXC, VMT, 3 soiuri de orz de pri-
mavara susceptibile la VMDO si 7 soiuri de varza cu sensibilitate la VMCo.

Metodele de studiu ale aspectelor citogenetice a patogenezei virale au fost se-
lectate, tinand cont de specificitatea fiecdrei sisteme gazda-patogen si particularitatile
biologice ale taxonilor (Figura 2). Pentru realizarea obiectivelor trasate au fost utilizate

9



metode virusologice de diagnostic si studiu al agentilor virali (metoda de inoculare
mecanicd a plantelor experimentale), metoda de contrastare negativa bazatd pe mi-
croscopia electronica prin transmisie (Hitchborn, Hills, 1965), metoda imunoenzimati-
ca (Clark, Adams, 1977).

W ~

Aspecte structurale vi
= % ' = @

R ti
: \ R Evaluarea
Organe vegetative variantei
Tesuturi asimilatoare caracterelor
(ale mezofilului) Proliferare somatica cantitative

E ———

Genotipuri sensibile

autopolenizare Sl
L (liberi de germeni virali)

Organe reproductive

Tesuturi generatoare: 0
(\QQQSSJ o - meristeme radiculare g/ Citogenetica proliferarilor celulare:
AN\ s - tesuturi arhesporale - anomalii ale diviziunilor celulare,
Q.‘b"‘ (celule mama polinice) - recombinare somatica,
/ - recombinare meiotica.

Expresia genelor:
- activitatea genelor APX, SOD, PR-3,

PR-5,PR-10.
Polimorfism molecular:
- enzime defensive (POX, Est)

\ - proteine de rezerva.

< Aspecte functionale >

Fig. 2. Schema metodologica a cercetarilor.

Pentru inducerea variabilititii genetice au fost aplicate metoda culturii in vitro si
mutageneza experimentala. Regularitatea diviziunilor mitotice si meiotice, inclusiv re-
combinarea somatica si meiotica au fost evaluate conform Imai H., Moriwaki K. (1982)
si Panda K. si coaut. (1996). Pentru aprecierea impactului infectiilor virale asupra plante-
lor gazda au fost utilizate metode biochimice de studiu (polimorfismul peroxidazelor si
esterazelor dupa Swieciciki W., 2000, proteinelor de rezerva, conform Shewry P. si coa-
ut., 1978). Continutul substantelor uscate in fructe si frunze a fost determinat prin metoda
uscarii in etuva (EpmaxoB A. u np., 1987). Aprecierea valorica a caracterelor cantitative a
fost realizata cu ajutorul metodelor biometrice dupa ghidurile UPOV aprobate pentru
fiecare cultura. Evaluarea nivelului de expresie a unor gene asociate patogenezei si poten-
tialului oxidativ a fost realizata prin Revers Transcriptie PCR, iar concentratia relativa
a transcriptilor genelor analizate fata de gena de referintd a fost calculatd dupa Livak K.
si Schmittgen T. (2001). Pentru aprecierea rolului genotipului, virusului, interactiunii
acestora in sursa de variatie a caracterelor cantitative a fost aplicata analiza bi- si trifacto-
riala a variantei ANOVA. Prelucrarea statistica a datelor s-a efectuat cu ajutorul pache-
telor de programe Statgraphics Plus 2.1, Statistica 7.0.
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3. EXPRESII CITOPATOLOGICE ALE VIROZELOR
LA PLANTELE DE CULTURA
Fiind paraziti obligatori, virusurile sunt in dependenta totala plastica si energeti-
ca de celulele vii infectate. Doar patrunderea particulelor virale in interiorul celulelor
produce modificari morfostructurale denumite simptome primare. Multiplicarea si dis-
tribuirea agentului patogen prin organele plantei genereaza vaste reorganizari ale struc-
turii interne exteriorizate macroscopic.

3.1.Reactii citopatice induse de viroze la tomate

La infectarea tomatelor cu VAT, VMT, VXC, soiurile incluse in cercetare au
prezentat simptome exterioare de boala la a 14-15-a zi dupa infectare, care in urmatoa-
rele saptamani s-au aprofundat semnificativ, exprimandu-se prin pete verzui galbui,
care alternau cu portiuni de culoare verde marmorata. Gradul de incretire, deformare a
limbului frunzelor, componentelor organelor reproductive (petalelor, anterelor, pistilu-
rilor) a variat in dependenta de agresivitatea virusului si reactia genotipului. Specia S.
pimpinellifolium si varietatea spontana S. racemigerum nu au prezentat simptome ex-
terioare de boald, cu toate ca particulele virusurilor au fost identificate in tesuturile
frunzelor si componentele butonilor florali (sepale, petale, antere) [2]. Prin analiza ul-
trastructurala virioni au fost detectati dispersat sau in acumulari in citoplasma celulelor
mezofilului, sepalelor, peretelui anterelor, ultimele prezentand un grad mai intens de
concentrare a particulelor. Modificarile structurale descrise 1n patosistemele create din-
tre tomate si VMT, VXC sau VAT au prezentat trasaturi similare, fiind remarcate deo-
sebiri in gradul de expresie (Figura 3).

Incluziuni virale Structuri Incluziuni Viroplasme
cristaloide Pinwheels citoplasmatice intranucleare

Fig. 3. Structuri specifice induse de infectiile virale in sistemele virus-gazda analizate.

Organitele sistemului energetic, mitocondriile si plastidele, au expus reliefari mai
puternice la soiul susceptibil Elvira, comparativ cu specia S. pimpinellifolium sau forma S.
racemigerum. In cazul infectirii cu VAT, virionii erau vizualizati in apropierea sau in ma-
tricea plastidelor. Localizarea in interiorul organitelor este o dovada a supozitiei conform
careia virusurile din genul Cucumovirus utilizeaza membranele tilacoidale in replicarea
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genomului viral, iar matricea plastidiana in asamblarea particulelor virale [52; 58]. Este
important de remarcat, ca si in plastidele formelor spontane puteau fi vizualizate conglo-
merari ale particulelor virale, totodata fiind pastrata integritatea morfostructurala [49].
Complementar particulelor virale in celulele infectate, cu o frecventd mai majora in tesu-
tul tapetal si endoteciu erau atestate structuri, precum agregatele cristaloide specifice
VAT, incluziuni concentrice membranare, Pinwheels, caracteristice VXC, formatiuni
membranare, care sunt considerate suport pentru fixarea complexului reproductiv viral.

In celulele mezofilului, endoteciului si tapetumului ale plantelor infectate cu
VMT, VXC, VAT nucleele au prezentat redistribuiri si modificari in compactizarea
cromatinei, cu prevalarea heterocromatinei perimembranare, zona in care sunt distribu-
ite secventele telomerice si centromerice, iar sporirea gradului de condensare denota o
diminuare a activitatii nucleului. In special la s. Fachel si s. Elvira nucleolii detineau 0
structura compacta, ce reprezinta, de asemenea, un indice al reprimarii proceselor de
sintezd a precursorilor ARN ribozomali. La varietatea S. pimpinellifolium se atestau
nucleoli de tip nucleolar, precum si 0 compactizare mai redusa a cromatinei, ceea ce
demonstreaza 0 activitate transcriptionala ridicata. In celulele acestui sistem citopatic a
fost remarcat un numar de mitocondrii cu structurd normala mai major fata de celulele
soiurilor infectate cu acelasi virus. Organitele sistemului vacuolar (aparatul Golgi, reti-
culul endoplasmatic, lizozomii, precum si vacuomul) au expus un grad diferit de reor-
ganizare, cu aprofundarea restructurarilor la soiurile susceptibile (Fachel, Elvira) si un
nivel mai redus la formele spontane (S. pimpinellifolium si S. racemigerum). In cadrul
aceleiasi celule au fost atestate organite cu diferita profunzime a modificarilor structu-
rale: fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic, pierderea ribozomilor, dar si
canalicule morfologic normale cu ribozomi atasati.

Tabloul ultrastructural este o reflectie a reactiilor concurentionale dintre metabo-
lismul propriu al celulei si cel de reprogramare in sustinerea reproducerii componenti-
lor virali. Aspectele morfologice vizualizate sunt o dovada a capacitatii majore de
mentinere a integritatii structurale la gentipurile spontane (S. pimpinellifolium si S. ra-
cemigerum). Soiurile susceptibile (Fachel, Elvira) au prezentat vulnerabilitate la viroze
cu mentinerea capacitatii de asigurare a proceselor productive ale infectiilor virale [2].
Apreciind spectrul reorganizarilor organitelor celulare, poate fi scos in evidenta carac-
terul nespecific al reactiilor provocate de VAT, VXC sau VMT. Modificari similare
pot fi atestate atat pentru factori biotici, cat si abiotici [42].

Formarea grauncioarelor de polen si activitatea gametofitului masculin sunt o do-
vada sigurd a stirii de functionalitate si derulare normala a etapelor ontogenetice. In sis-
temele patologice analizate, infectiile provocate de VAT, VXC si VMT au fost insotite de
acumularea particulelor acestor virusuri in celulele mezofilului si endoteciului, tapetumu-
lui, indiferent de tipul reactiei la patogen (susceptibilitate sau tolerantd). Totodata in toate
sistemele gazda-virus germenii virali nu au fost identificati in interiorul sau pe suprafata
grauncioarelor de polen. In acelasi timp, formarea microsporilor in conditii de patogenezi
a generat multiple reconformiri in structura internd a acestora. In cadrul aceleiasi antere
au fost vizualizati microspori cu diferit grad de expresie al reorganizarilor interne. Graun-
cioare de polen cu structura tipica etapei de microspori bicelulari ce detineau celula vege-
tativa si germinativa au fost remarcate in anterele plantelor sanatoase, dar si a celor infec-
tate cu virusuri, insd cu o frecventi mai redusa. In toate variantele experimentale au fost
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atestate modificari cu caracter similar, dar cu un grad diferit de manifestare: i) microspori
lipsiti de celula germinativa, cu reorganizdri ale organitelor celulei vegetative, i1) mi-
crospori cu resturi de continut citoplasmatic si organite solitare, iii) grauncioare de polen
lipsite complet de continutul intern, dar care pastrau forma tipica.

3.2. Aspecte ultrastructurale ale celulelor mezofilului la orz in cazul in-
fectarii cu virusul mozaicului dungat al orzului

Infectarea plantelor de orz cu VMDO a condus la multiple modificari ale struc-
turii interne ale celulelor fotosintetic active (celulelor mezofilului), dar si a organelor
reproductive (celulelor endoteciului, tesutului tapetal). Soiurile de orz analizate, Galac-
tic, Sonor si Unirea au prezentat sensibilitate la VMDO, fiind gazde pentru reproduce-
rea, asamblarea si propagarea sistemica a virionilor in toate organele plantei. Particule-
le virale se intdlneau solitar sau in mici conglomerari, care in majoritatea cazurilor pas-
trau contactul cu tonoplastul. Caracteristic pentru sistemele citopatice analizate este
fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic, precum si ale elementelor dictio-
zomilor. Aceste constatari indica reprimarea proceselor de biosinteza a compusilor de
export, citomembranari, precum si a traficului intracelular.

In celulele tesuturilor de protectie (epiderma) si trofice (endoteciu, stratul tape-
tal), virionii VMDO aveau o distributie similara celor ale mezofilului, manifestand
preferintd pentru vacuole ca sediu de stocare. In ce priveste gradul de expresie, reorga-
nizarile intracelulare au fost mai profunde in celulele endoteciului, unde au fost depis-
tate acumulari masive de particule virale, precum si degradarea integritatii structurale,
fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic, vacuolizarea cisternelor aparatului
Golgi. Nucleele au prezentat distributii neuniforme ale heterocromatinei, acumulari
masive preferential in zona perinucleara, care au fost mai accentuate la s. Galactic.
Nucleolii au fost puternic compactizati, indicand o inhibare a sintezei componentilor
ribozomali. Extinderea spatiului perimembranar, vizualizata pentru majoritatea nuclee-
lor, denoti perturbari in procesele de schimb nucleo-plasmatic. In morfologia mito-
condriilor au fost stabilite afectari structurale mai putin evidentiate, ceea ce este o do-
vadi a necesititii energetice majore in aceste sisteme si asistarea acestei functii. In ce-
lulele mezofilului si ale peretelui anterelor se atestda cumularea excesiva a peroxizomi-
lor. Prezenta intr-un numar mai mare a acestor organite in tesuturile lipsite de fotosin-
teza este legata de sporirea functiilor de oxidare si detoxifiere.

Studiile ultrastructurale ale microsporilor formati in conditiile patogenezei virale
demonstreaza modificari ale structurii interne, inclusiv lipsa germenilor virali in gra-
uncioarele de polen, confirmand datele din literatura de specialitate privitor la infecta-
rea microsporilor cu VMDO 1n dependenta de tulpina virusului si particularitatile gaz-
dei [43]. Pentru genotipurile analizate (soiurile Galactic, Sonor si Unirea) nu a fost
identificata capacitatea de afectare a grauncioarelor de polen, cu toate acestea tesuturi-
le sterile ale anterei contineau intr-0 cantitate apreciabila particule virale. Citoplasma
celulelor vegetative era puternic destructuratd, la fel si organitele celulare au suferit
multiple reorganizari: fragmentarea si vacuolizarea cisternelor reticulului endoplasma-
tic, destructia ergastoplasmelor. Ca rezultat al compactizarii accentuate a mitocondrii-
lor, acestea se vizualizau ca structuri preferential sferice si opace. De asemenea s-a in-
registrat reducerea plastidelor si a acumularilor de amidon.
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3.3. Citopatologia celulelor mezofilului la plantele de varza infectate cu
virusul mozaicului conopidei

In baza cercetarilor electronomicroscopice ale mezofilului genotipurilor de varza
a fost stabilita prezenta particulelor virale in citoplasma, iar in cantitati majore in nu-
clee. Distributia virionilor printre materialul genetic al gazdei a indus modificari ale
formei si structurii interne ale nucleelor. In citoplasma celulelor infectate, germenii
VMCo apareau in forma de particule sferice, opace, care formau deseori conglomerari
de diferita forma si marime sau viroplasme — structuri virale specifice.

In endostructura celulelor la plantele infectate a fost constatati o eterogenitate a
intregului statut organelar, fiind remarcate distructii de diferit grad ale nucleelor, mito-
condriilor, plastidelor, reticulului endoplasmatic. In nuclee se atestd majorarea zonelor
de heterocromatina in special spre periferie. in celulele puternic afectate, reorganizarile
structurale ale nucleelor au atins un grad major, fiind inregistrata aglutinarea cromati-
nei, extinderea puternicd a spatiului perimembranar, modificari cu caracter ireversibil,
care ulterior duc la moartea celulara. In cazul infectiei virale a fost relevata vacuoliza-
rea mitocondriilor si inducerea sau inhibarea proceselor mitocondriale intr-o maniera
extrem de specificd, cu revizuirea functiei organitei care reflecta strategia de utilizare a
mitocondriilor Tn multiplicarea si producerea descendentilor virali. O reactie specifica
la VMCo reprezinta formarea corpilor de tip mielinic, structurilor multiveziculare,
sporirea incluziunilor fenolice, rarefierea citoplasmei si aparitia puntilor citoplasmatice
(Figura 3, Tabelul 3). Aceste modificari poarta caracter stereotipic pentru factorii cu
puternic impact stresogen si au efect compensatoriu in producerea raspunsului la pato-
geni, factori abiotici, imbatranire [12].

Tabelul 3. Raspunsuri specifice la infectiile virale in dependenta de specificul tisular si intrace-
lular al sistemului gazda-patogen

Specia | Nivel de organ | Nivel tisular Incluziuni virale Formatiuni struc/
gazdi turale
Organe vegetati- Particule sferice VAT Formatiuni cristal-
Tomate ve Localizare intracelulara: hialoplasmaj oide citoplas-
(frunze) spatiul intramembranar, matricea matice
Orz l Tesut al mezo- mitocondriilor si plastidelor.
g filului Particule liniare ale VMT Structuri mem-
>, Localizare intracelulara: hialoplasma,| branare
Varza ’ . vacuola.
& Particule filamentoase ale VXC Structuri Pin-
. Localizare intracelulara: hialoplasma.| wheels
Organe repro- | Endoteciu Particule filamentoase ale VMDO Structuri mem-
ductive (antere) 7 Localizare intracelulara: hialoplasma. | branare
_ 54

s

Particule sferice VMCo Formatiuni cristal-
7Tesut tapetal Localizare intracelulara: hialoplasma;| oide intranucleare
intranuclear.

Microspori Nu au fost inregistrate. Nu au fost inregis-
trate

Tomate

- A

Orz
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Generalizand rezultatele analizei morfostructurale putem scoate in evidentd ca-
racterul specific al modificarilor cauzate de infectiile virale, gradul carora este influen-
tat de reactia gazdei. In toate sistemele citopatice analizate a fost stabilitd o eterogeni-
tate a restructurarilor in cadrul aceluiasi tesut, precum si celula. Profunditatea reorga-
nizarilor a fost mai accentuata la genotipurile susceptibilitate comparativ cu formele
spontane. Genotipurile tolerante s-au distins prin sporirea numarului de peroxiziomi si
mentinerea integritatii organitelor sistemului energetic (mitocondriilor si plastidelor) si
detinerea unui numar mai sporit de microspori cu structura normala.

4. MICROSPOROGENEZA LA TOMATE SI ORZ
IN CONDITII DE PATOGENEZA VIRALA

4.1. Studiul procesului de meioza la tomate in conditii de patogeneza virala

Meioza este un tip specific de diviziune diferentiata ce are la baza doua cicluri de
reproducere precedate de o singura repriza de replicare a ADN-lui, procese menite sa asi-
gure obiective diametral opuse — stabilitatea genomului si inducerea variabilitatii genetice
[53]. Meioza genereaza diversitate prin doud evenimente: recombinarea si segregarea
aleatorie a cromozomilor. Majorarea frecventei recombinarilor este o prioritate in pro-
gramele de ameliorare ce vizeaza crearea de genotipuri cu noi combinatii de gene.

Particularitatile recombinarii meiotice la tomatele infectate cu virusuri. Po-
trivit unor autori [75] dupa coraportul dintre diferite tipuri de bivalenti in profaza I me-
iotica pot fi apreciate modificarile in generarea variabilitatii genetice, iar estimarea dis-
tributiei chiasmelor 1n diploten - diachineza poate fi 0 metoda sigura de estimare a im-
pactului factorilor genetici si de mediu asupra nivelului si spectrului de recombinari
[50]. Numarul si distributia chiasmelor, care se considera expresie citologica a Cros-
sing-over-ului, reflecta locul si gradul recombinarii meiotice.

Evaluarea tipurilor de bivalenti conform locului realizarii conjugarii a permis es-
timarea frecventei crossing-over-ului in regiunile interstitiale si cele telomerice (Figura
4.1).
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Flg. 4.1. Reprezentarea diferitelor tipuri de blvalentl la tomate (S. choperSICum L.):
A) bivalent cu o chiasma interstitiali (1); B) bivalent cu doui chiasme interstitiale (I11); C) bivalent cu o
chiasma terminala (T); D) bivalent cu o chiasma terminali si una interstitiala (T+I); E) bivalent cu o

chiasma terminala si doua interstitiale (T+I1); F) bivalent cu doui chiasme terminale (11);
G) bivalent cu doui chiasme terminale si una interstitiala (T T+I); H) univalenti (0)(x 1500).

Conform rezultatelor obtinute, soiurile analizate de tomate au reactionat la infec-
tarea cu VAT, VXC, aplicarea separata a razelor gama sau in asociere cu infectia virald
prin modificarea numarului de chiasme per celula mama polinica (CMP) (Tabelul 4.1).
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Tabelul 4.1. Valoarea medie a numirului de chiasme per celula mama polinica la toma-

tele séinatoase, infectate cu virusuri si iradiate cu raze gama

Tip chiasme
Genotip Varianta interstitiale terminale chiasme totale

martor 4,035+0,153 12,655+0,273 16,690+0,249

Fachel VAT 6,414+0,182™ 13,862+0,297™ 20,276+0,3717
VXC 3,586+0,176" 13,828+0,179™" 17,379+0,175™
radiatie 4,207+0,175 12,621+0,287 16,828+0,253
VAT+radiatie 5,862+0,177" 13,276+0,318 19,138+0,389™"
VXC+radiatie 3,552+0,169" 13,828+0,179™" 17,345+0,174™
martor 3,690+0,233 13,966+0,246 17,655+0,278

Nistru VAT 5,172+0,165™" 12,589+0,331™" 17,793+0,379
VXC 3,724+0,178 14,034+0,219 17,759+0,288
radiatie 3,828+0,211 14,241+0,241 18,069+0,293
VAT+radiatie 5,276+0,163™ 12,897+0,303™ 18,207+0,315
VXC+radiatie 3,897+0,188 14,276+0,243 18,172+0,306
martor 3,931+0,297 13,279+0,289 17,172+0,289

Prizior VAT 6,483+0,346™" 11,897+0,323™" 18,345+0,337"
VXC 4,759+0,177 13,655+0,281 18,345+0,229™"
radiatie 4,138+0,279 13,862+0,271 17,966+0,287"
VAT+radiatie 6,310+0,302™" 12,276+0,313™ 18,552+0,339™
VXC+radiatie 5,201+0,167™" 13,552+0,283 18,724+0,289™"

*; *% Fxk - diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Diferente in variatia numarului total al chiasmelor au fost inregistrate la s. Fachel si
S. Prizior infectate cu VAT sau VXC separat sau in asociere cu razele gama. La s. Nistru
se constatd modificari semnificative doar la plantele infectate cu VAT. Majorarea numa-
rului de chiasme interstitiale la genotipul mentionat a fost insotitd de micsorarea numaru-
lui de chiasme terminale, ceea ce a si determinat lipsa suportului statistic pentru variatia
valorii totale a chiasmelor in unele variante. O situatie similara a fost remarcata si in cazul
iradierii plantelor s. Nistru infectate cu VAT. Tendinte de majorare a chiasmelor interstiti-
ale urmate de reducerea celor terminale au fost descrise si la s. Prizior, in timp ce la s. Fa-
chel factorii analizati au indus majorarea atat a chiasmelor interstitiale, cét si a celor ter-
minale [21]. Cele mai semnificative diferente au fost inregistrate la combinatiile gazda-
patogen cu utilizarea VAT. Impactul cauzat de VAT a fost mai accentuat decat cel gene-
rat de catre VXC sau razele gama in doza 20 kR. Aplicarea testului Anova a scos in evi-
denta variatia chiasmelor interstitiale per CMP in dependenta de infectia virald in pro-
portie de 33,26%, genotipul detindnd o putere de influenta la nivel de 5,14%.

In baza analizei clusteriene au fost remarcate interrelatii deosebite intre diferite
tipuri de bivalenti in varianta ,,Virus” comparativ cu ,,Martorul” (Figura 4.2). Redistri-
buirea chiasmelor si modificarea raportului dintre diferite tipuri de bivalenti se atesta
la toate genotipurile de tomate analizate in cazul infectarii cu virusuri [28]. Astfel, va-
loarea totala a chiasmelor la plantele martor si infectate este determinatd de catre chi-
asmele terminale, in special cele de tipul ,,T”, cota carora per CMP predomina. Efectul
citogenetic indus de VAT a cauzat modificari ale tipurilor de bivalenti conjugati in re-
giunile interstitiale, rata lor fiind direct influentata in special de cei jonctionati in re-
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giunea telomerica. Daca la plantele martor, aparitia univalentilor este asociata cu tipul
de bivalentii cu doud chiasme interstitiale, sub actiunea infectiei virale formarea univa-
lentilor este influentata primordial de tipurile ,,T+II” s1 ,,I”.
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Recombinarea meiotica la descendentii tomatelor infectate cu virusuri. De-
rularea evenimentelor meiotice n conditii de patogeneza a conditionat la descendenii
plantelor infectate modificari ale coraportului dintre numarul de chiasme terminale si
interstitiale per CMP, avand la baza majorarea frecventei bivalentilor cu o chiasma in-
terstitiala, precum si a celor cu una sau doud terminale si una interstitiald. Aceste
schimbari au fost asistate de efecte compensatorii de reducere a cotei bivalentilor de
tipul ,,TT” si ,, T+II”, ceea ce in final a condus la modificarea sumei chiasmelor dupa
pozitia detinuta (interstitiala sau terminald), cea totala fiind neschimbata (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Frecventa tipurilor de bivalenti per celuld mama polinica
la descendentii sanitosi ai tomatelor infectate cu VAT

Tip Nistru S. racemigerum
bivalenti martor descendenti martor descendenti
[ 0,379+0,092 0,483+0,107* 0,413+0,091 0,517+0,107*
1 0,414+0,093 0,483+0,094 0,480+0,085 0,552+0,106
T 6,966+0,240 6,793+0,235 6,689+0,205 6,414+0,265
T+l 1,345+0,181 1.379+0,188 1,448+0,182 1,413+0,182
T+II 0,207+0,091 0,172+0,071 0,241+0,095 0,206+0,077
TT 1,655+0,159 1,552+0,169 1,689+0,158 1,586+0,153
TT+I 0,552+0,106 0.655+0,114* 0,586+0,105 0,724+0,121**
0 0,345+0,089 0,413+0,105* 0,414+0,087 0,483+0,118*
Sl 3,310+0,199 3,689+0,238* 3,724+0,243 4,001+0,262*
ST 12,759+0,246 | 12,621+0,235 12,662+0,271 12,517+0,261
S 16,069+0,285 16,241+0,279* 16,352+0,379 | 16,414+0,287*

*; **. _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01, respectiv.

In cazul tolerantei, variatii semnificative au fost stabilite pentru bivalentii cu una
st doud chiasme interstitiale. Majorarea schimburilor recombinogene in zona interstiti-
ala a fost complementatd de reducerea celor terminale. Datele experimentale permit sa
concluziondm, ca in urma infectarii genotipurilor studiate are loc atat redistribuirea, cat
si inducerea unor noi schimburi de segmente cromatidice. Asemenea redistribuire are o
mare semnificatie, deoarece conduce la marirea recombinarii genelor localizate in ace-
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leasi grupuri de linkage. De asemenea este cunoscut, ca frecventa recombinarii meioti-
ce este diferitd de-a lungul cromozomilor, fiind restrictionata in regiunile conservate
precum zona centromerului si regiunile telomerice [26].

Amplitudinea redusa a fluctuatiilor valorilor medii ale chiasmelor este determinata
de modificarile stabilite in coraportul diferitelor tipuri de bivalenti. Atit in variantele mar-
tor, cat si in cele experimentale mai frecventi au fost bivalentii ce detin una sau doud chi-
asme in regiunea telomericad. Este important de mentionat, cd infectia virala a indus in ge-
neratia libera de virusuri modificari ce au cauzat sporirea chiasmelor interstitiale, dar si
cresterea numarului de univalenti, care constituie rezultat al asinapsiei sau desinapsiei,
evenimente cu efect compensator intercromozomal in reglarea recombinarii meiotice [59].

4.2. Studiul procesului de meioza la orzul de primavara in conditii de pato-
geneza virala

Particularitatile recombinirii meiotice la plantele de orz infectate cu virusul
mozaicului dungat al orzului. In conformitate cu pozitia chiasmelor de-a lungul bratelor
cromozomale a fost apreciata frecventa diferitelor tipuri de bivalenti (Figura 4.3).

. \ v -
j& 8 B @ D - F G
Fig. 4.3. Reprezentarea diferitelor tipuri de bivalenti la orz (H. vulgare L.): A) bivalent cu o chiasma
interstitiala; B) bivalent cu doua chiasme interstitiale; C) bivalent cu o chiasma terminala si una inter-
stitialid; D) bivalent cu o chiasma terminala si trei interstitiale; E) bivalent cu doua chiasme terminale;
F) bivalent cu doua chiasme terminale si una interstitiala; G) univalenti (x 1500).

In meiocitele de orz mai frecvent erau vizualizati bivalenti asociati la un capt
telomeric, precum si conjugati prin doua chiasme — una telomerica si una interstitiala.
La cele trei soiuri analizate infectia virald a conditionat modificari statistic apreciabile
[17]. Micsorarea frecventei bivalentilor de tipul ,,II”” si ,,T” a fost Insotitd de majorarea
ratei celor cu doua sau trei chiasme interstitiale (tipul ,,T+II” s1,, T+III”), iar frecventa
bivalentilor asociati la capetele telomerice s-a redus substantial. Asemenea modificari
in distributia chiasmelor denota elocvent nu doar redistribuirea coeziunilor dintre cro-
matidele surori, dar si inducerea de schimburi suplimentare (Tabelul 4.3).

Tabelul 4.3. Frecventa tipurilor de bivalenti per celuli mama polinica la plantele de orz sana-
toase si infectate cu VMDO

Tipuri de Galactic Sonor Unirea
bivalenti Martor VMDO Martor VMDO Martor VMDO

| 0,207+0,077 | 0,208+0,076 0,172+0,071 0,241+0,081 0,276+0,084 | 0,241+0,081

11 0,448+0,094 | 0,1384+0,065 ** | 0,483+0,094 | 0,172+0,071 ** | 0,448+0,094 | 0,241+0,080*

T 1,345+0,143 | 1,103+0,143 1,310+0,014 1,069+0,139 1,552+0,127 | 1,001+0,149
T+l 2,207+0,135 | 2,310+0,158* 2,241+0,146 2,379+0,168 2,310+0,132 | 2,448+0,137
T+l | 0,828+0,122 | 1,517+0,118 ***| 0,172+0,071 1,517+0,118 ***| 0,758+0,128 | 1,5524+0,106 ***

T+I11 | 0,103+0,058 | 0,448+0,117 ***| 0,103+0,047 | 0,379+0,092 ** | 0,138+0,065 | 0,242+0,088 *
T 0,827+0,132 | 0,414+0,105 ***| 0,827+0,132 | 0,414+0,105* 0,689+0,123 | 0,414+0,105 *
TT+1 | 0,931+0,148 | 0,655+0,103 0,931+0,148 0,689+0,112 0,724+0,139 | 0,586+0,106

0 0,103+0,084 | 0,207+0,07* 0,069+0,048 0,172+0,071 ** | 0,103+0,056 | 0,207+0,077*

Sl 6,172+0,269 | 7,759+0,287*** | 6,276+0,257 | 7,828+0,254*** | 6,103+0,239 | 7,34540,206 ***
ST 7,931+0,302 | 7,655+0,212** | 7,966+0,308 7,689+0,233** | 7,448+0,219 | 7,379+0,201*

S 14,07+0,22 | 15,41+0,304** | 14,21+0,21 15,55+0,30%** 13,52+0,18 | 14,760,214 *

*; **; Fx% _ diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
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Analiza factoriald a scos in evidentd dependenta prioritara a sumei totale a chi-
asmelor de tipul bivalentilor in proportie de 77%. Puterea de influenta a infectiei virale
constituie peste 9% (P<0,001). In sistemele analizate, caracterizate prin susceptibilitate
la VMDO, genotipul in mod particular, precum si interactiunea cu ceilalti factori anali-
zati, nu reprezintd o sursa de variatie a numarului total de chiasme.

Aprecierea recombinarii meiotice la descendentii soiurilor de orz infectate
cu virusul mozaicului dungat al orzului. Sub influenta infectiei virale la descendentii
celor trei soiuri analizate s-a constatat cresterea numarului coeziunilor interstitiale.
Aceste perturbari au condus la majorarea numarului total de chiasme, cu toate ca nive-
lul chiasmelor terminale a variat nesemnificativ (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Valoarea medie a numirului de chiasme per celula mama polinici la descendentii
de orz obtinuti de la plante sanitoase si infectate cu VMDO

Tip chiasme
Genotip Varianta interstitiale terminale terminale + intersti-
tiale
martor 5,947+0,197 7,748+0,286 13,684+0,223
s. Galactic | VMDO 7,336£0, 262 ** | 7,662+0, 298 14,9750, 328%**
martor 6,148+0,176 7,544+0,386 13,689+0,259
s. Sonor VMDO 7,389+0,248%* 7,701%0,241 15,088+0,327*
martor 6,245+0,221 7,128+0,194 13,368+0,254
s. Unirea VMDO 7,021+0,316%* 7,245+0,246 14,162+0,260*

*; ** _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01, respectiv.

Conform analizei clusteriene, numarul total al chiasmelor la plantele martor sunt
determinate de coeziunile pozitionate in regiunile telomerice [13]. La descendentii
plantelor infectate se atesta schimbari in distributia chiasmelor interstitiale, precum si
inducerea de noi coeziuni sinaptice. Suma totala a chiasmelor la variantele experimen-
tale analizate este dependenta prioritar de bivalentii doua sau trei chiasme interstitiale
de tipul ,, T+II”, ,, T+III”.

La descendentii plantelor infectate, similar variantelor virozate, generarea de noi
schimburi de-a lungul bratelor cromozomale a fost insotita de cresterea univalentilor.
Redistribuirea chiasmelor are o mare importantd, deoarece duce la cresterea recombi-
narilor intre genele localizate in aceleasi grupuri de linkage [44]. Rezultatele noastre
privind efectul VMDO asupra microsporogenezei la plantele de orz si descendentii
acestora, prezinta date confirmative cu privire la perturbarea conjugarii meiotice si
efectul recombinogen ale agentului viral.

4.3. Evaluarea citogenetica a microsporogenezei la plantele de tomate si orz
in conditii de patogeneza virala

Evidenta anomaliilor meiotice la plantele de tomate infectate cu virusuri si
descendentii acestora. Primele constatdri privitor la unele anomalii in desfasurarea
meiozei la plantele infectate cu virusuri in literatura de specialitate se remarcd acum 70
ani. Pe perioada urmatoarelor decenii, la aceasta tema au fost efectuate studii sporadi-
ce, conform carora se semnaleaza influenta infectiilor virale asupra sferei reproductive
la diverse specii de plante. In vederea aprofundarii cercetirilor referitor la aspectele
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citogenetice ale patogenezei virale, prezinta interes studierea influentei germenilor vi-
rali comparativ cu radiatiile gama, factori ce provoaca restructurari ADN, modul de
actiune al carora este amplu studiat.

Infectarea plantelor cu VAT a cauzat sporirea cotei aberatiilor de tipul: cromo-
zomi retardatari, elimindri de cromozomi, punti cromatice si in consecinta a procentu-
lui sumar de celule cu aberatii (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Frecventa anomaliilor meiotice la tomate in cazul infectirii cu VAT, %

Faza diviziu- | CMP cu ano- Tipul anomaliilor meiotice
Soi Varianta | nii meiotice | malii, %
Eliminari Retardari | Punti
Nistru Martor A-T | 4,22 511 4,00 -
A-TII 4,06 5,31 1,77 -
VAT A-T I 23,88*** 11,94 18,91 -
A-TII 39,01*** 13,00 15,38 -
Prizior Martor A-T I 4,52 3,70 5,82 -
A-TII 4,45 0,86 3,00 -
VAT A-TI 31,08*** 26,51 11,26 0,90
A-T Il 42,68*** 19,51 11,79 -
Fachel Martor A-T I 6,05 4,39 5,70 -
A-TII 5,52 3,97 5,16 -
VAT A-T I 29,23%** 17,69 6,92 6,99
A-T I 45,83*** 8,33 26,04 1,06

*** _ diferente semnificative pentru P < 0,001.

Aberatiile cromozomale au avut 0 distributie diferita in I diviziune comparativ
cu cea de-a ll-a. La martor, in A-T II procentul CMP anormale fatd de cel din prima divi-
ziune a fost mai redus (P<0,05). Iradierea tomatelor sanatoase a determinat majorarea
semnificativa a procentului total al celulelor cu aberatii, cu o putere de actiune de cca 60%
mai redusa in cea de-a doua diviziune. In cazul influentei combinate a radiatiei si a unuia
dintre virusuri, se constatd o tendintd similara de diminuare a frecventei CMP cu aberatii
in A-T | comparativ cu A-T II, insa cu o amploare mai redusa (Tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Frecventa celulelor mamai polinice cu aberatii in cazul iradierii tomatelor
sanatoase si infectate cu virusuri

Soiul Prizior Soiul Fachel
Varianta A-TI A-TII A-TI A-TII

Martor 7,82+1,22 7,13+1,03 9,63+1.23 9,54+1,06
Razele gama 38,4241, 2] *** 23,20+£0,37%** 42.2940,73%** 25,2540,85%**
VAT 30,65+0,99%** 42,64+1,03%** 29,13£1,22%** 44,7240,98%**
VAT + radiatie 67,70+0,94*** 23,19+0,37*** 58,59+1,22%** 30,48+1,02%**
VXC 28,58+0,48*** 30,65+0,99%** 42,76+£3,40%** 42,29+0,73***
VXC + radiatie 53,62+0,19%** 19,69+£0,92 %** 51,30+5,57%** 20,67+1,25%%**

*** - diferente semnificative pentru P <0,001.

Aceastd diminuare se explica prin eliminarea CMP aberante si/sau ca urmare a
unor procese de ,reparare” a restructurarilor survenite in structura ADN-ului [68]. La
plantele infectate efectul depresiv se aprofundeaza in A-T Il, ceea ce poate fi explicat
prin specificul conditiilor de patogeneza in care microsporogeneza evolueaza in peri-
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oada sintezei si acumularii in celulele anterei a agentului viral si destabilizarii procese-
lor metabolice, iar infectia virala poate fi considerata sursa cu actiune continua [21].

Conform rezultatelor cercetarilor citogenetice in anafaza si telofaza diviziunilor
I si II sub actiunea razelor gama mai frecvent s-au atestat elimindri de cromozomi sau
cromozomi retardatari, constatari atestate si de alti autori [30]. Un efect specific cauzat
de infectiile virale este inregistrat prin cresterea frecventei CMP cu multiple aberatii
(P< 0,01). Sporirea numarului de aberatii in cadrul aceleasi celule polinice denota o
instabilitate a procesului de meioza [68]. Eliminarile si retardarile identificate in ana-
faza-telofaza timpurie pot conduce la formarea de micronuclei si, respectiv, la devieri
ale distributiei echivalente a materialului genetic intre celulele fiice. Se considerd, ca
prezenta cromozomilor retardatari In A-T | este expresia citologicd a unor restructurari
de tipul duplicarilor sau deficientelor [26], iar puntile cromatinice se formeaza in urma
inversiilor [64]. Conform rezultatelor cercetarilor citogenetice, in anafaza si telofaza
timpurie din diviziunile I si II mai frecvent s-au inregistrat eliminari de cromozomi sau
cromozomi retardatari, iar puntile cromozomale sau cromatidice au fost remarcate doar
la plantele virozate. Conform unor autori, puntile constituie expresie a inversiilor si
sunt mai des atestate la formele cu inmultire vegetativa, avand rol major in sporirea
variabilitdii genetice [64].

Anomalii meiotice la descendentii tomatelor infectate. Infectiile virale au
avut repercusiuni nesemnificative asupra microsporogenezei in urmatoarele generatii.
Cota celulelor cu restructurari in anafaza-telofaza I si Il meioticd a prezentat valori
comparabile cu varianta martor, majorari statistice fiind confirmate pentru frecventa
aberatiilor per celula (Tabelul 4.7).

Tabelul 4.7. Rata celulelor normale si spectrul aberatiilor meiotice in A-T |
la descendentii tomatelor infectate

= CMP ana-| CMP Tipuri aberatii Total aberatii
2| Varianti zate | normale \“petar- [ Elimi- | Punti | Frag- | per celule
o (nr.) (nr.) . < ’

0] diri niri mente anormale
= | Martor 598 561 15 24 - - 1,05+0,02

'(22 Descendenti VAT 685 627 25 46 2 - 1,26+0,03**
o | Descendenti VXC 720 668 17 42 - - 1,13+0,02*
S |Martor 648 616 15 18 - - 1,03+0,01

.= | Descendenti VAT 598 567 18 32 3 - 1,89+0,07***
2 | Descendenti VXC 612 574 22 38 - - 1,3240,02**
T Martor 634 598 15 25 - - 1,11+0.01

& | Descendenti VAT 588 551 25 38 4 1 1,81+0,05***
“~ | Descendenti VXC 620 584 18 36 - - 1,5040,04***

*; *x xxx _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

La descendentii plantelor virozate cu un procent proxim martorului au fost iden-
tificate elimindri si cromozomi retardatari, precum si intr-un numar redus punti croma-
tidice cu sau fara fragmente. Fragmentarile si perturbarile meiozei sunt considerate
drept consecinte ale restructurarilor genelor sau a starilor de dezechilibru [63]. De
asemenea, este sugerat, ca aberatiile cromozomale pot aparea ca urmare a devierilor
crossing-over-ului.
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Anomalii meiotice la plantele de orz infectate cu virusul mozaicului dungat
al orzului si descendentii acestora. Raspunsurile soiurilor de orz analizate la infecta-
rea cu VMDO, stabilite prin relatii compatibile si viroza sistemica, au produs semnale
specifice, inclusiv in tesuturile indepartate, neinfectate, precum microsporii. Infectia
virala a conditionat majorarea numarului CMP cu aberatii de 2,5 - 2,9 ori in prima di-
viziune st de 2,3 — 2,6 ori in diviziunea II. Spectrul aberatiilor atestate a inclus cromo-
zomi retardatari, eliminari de cromozomi sau cromozomi precoci, punti cromozomale
sau cromatidice (Figura 4.4).

Fig. 4.4. Diviziuni meiotice la orz la diferite etape: A) metafaza I normala, B) metafazi | cu o eliminare
de cromozomi; C) metafaza | cu cromozomi precoci; D) anafaza I normali; E) anafaza | cu cromozomi
precoci si retardatari; F) telofaza | cu cromozomi retardatari; G) telofaza I normalé; H) si I) telofaza |
cu punti cromozomale; J) telofaza II normalia; K) telofaza II cu retardari;
L) segregarea neechivalenta a cromozomilor (x 600).

Cel mai frecvent au fost identificati cromozomii retardatari sau precoci, stabiliti
cu o rata semnificativ mai majora comparativ cu martorul [17]. Perturbarile conjugarii
cromozomilor omologi au favorizat clivarea anormald a cromozomilor, ceea ce a con-
dus in etapele ulterioare la retardarea sau eliminarea precoce a cromozomilor. Destabi-
lizarea segregarii se considerd a fi rezultatul desinapsiei si formarii de univalenti, dar si
a dereglarilor aparatului mitotic, responsabil de distributia echivalentd a materialului
genetic intre celulele fiice [81].
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Anomalii meiotice la descendentii plantelor de orz infectate. Investigatiile ci-
tologice ale descendentilor de orz obtinuti de la plantele infectate cu VMDO au de-
monstrat cd procesele de meioza la etapele de anafaza-telofaza I si Il au decurs in mare
parte regulat. Cota celulelor cu diferite aberatii a variat la genotipurile martor intre 10-
11% s1 11,4-12,2% 1in variantele experimentale. Cu toate ca rata CMP cu aberatii a de-
tinut valori similare martorului, 1n variantele experimentale a fost inregistrata sporirea
frecventei aberatiilor meiotice per celuld polinica, iar in baza analizei variantei a fost
scos in evidenta impactul infectiei virale In destabilizarea proceselor nu doar in anafa-
za-telofaza I, dar si asupra proceselor de segregare a materialului genetic in cea de-a
doua diviziune meiotica (Tabelul 4.8).

Tabelul 4.8. Analiza variantei frecventei anomaliilor meiotice la descendentii
de orz obtinuti de la plante infectate

Sursi de variatie ﬁg:lrciacig pﬁfruaTea;or S? Testul F P
A-T I
A: Genotip 2 12,8544 12,8544 0,05 0,7158
B: Virus 1 3260,01 1630,01 8,24 0,0008
Interactiunca AB 2 248, 644 124,322 0,72 0,5422
Total 35 12146,66
A-TII
A: Genotip 2 164,735 164,735 1,57 0,3856
B: Virus 1 2628,58 1314,29 9,24 0,0007
Interactiunca AB 2 31,428 14,832 0,21 0,7351
Total 35 5238,86

Datele obtinute, indica cert, ca formarea meiocitelor normale cu un set echilibrat
de cromozomi este influentata de infectia produsa de VMDO, care a condus la destabi-
lizari mentinute si la descendentii sanatosi ai plantelor infectate. Efecte genetice pro-
duse de infectia virala sunt raportate de Dong X. [33] la plantele de tutun infectate cu
VMT, remarcand o crestere a rearanjamentelor ADN-ului la descendentii plantelor in-
fectate si indicand faptul ca recombinarea indusd de patogen poate duce la adaptari
ereditare la stres.

4.4. Regularitatea diviziunilor meiotice la tomate si orz in conditii de pato-
geneza virala

Fiecare microspor poate fi privit ca o unitate morfo-functionala independenta, ce
reflectd cu precizie programul de dezvoltare al gametofitului si expresia relatiilor cu
tesuturile/ organul constituent, precum si mediul inconjurator. Formarea si dezvoltarea
microsporocitelor sunt asigurate de tesuturile anterei, prioritar de stratul tapetal, dar si
de fluxul de nutrienti transportati de la celelalte organe ale plantei, iar deplina activita-
te functionala a meiocitului este determinatad de starea generala a plantei.

Aspectul morfologic al tetradelor in anterele plantelor de tomate si orz infecta-
te cu virusuri. Printre metodele citogenetice, evaluarea microsporogenezei in baza anali-
zei tetradelor constituie una clasica si uzuala in solutionarea diverselor probleme ale bio-
logiei aplicate. Tetradele prezinta un model de perspectiva in studierea mutatiilor meioti-
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ce, regularitatii diviziunilor celulare, reprezentdnd expresia morfologica primara a anoma-
litlor meiotice produse [40], aplicate in aprecierea genotoxicitatii pentru variate substante
chimice si factori poluanti (pesticide, metale grele, radionuclizi etc.) [65].

La etapa de tetrade, in sistemele analizate au fost relevate diferente apreciabile
ale microsporogenezei la plantele de tomate si orz sanatoase comparativ cu cele infec-
tate cu virusuri. Infectia virala la tomate a favorizat formarea poliadelor (in special
pentade) si diadelor; mai putin a monadelor. Diferente semnificative s-au observat in
nivelul ratei triadelor (uniforme si neuniforme). La orz, comparativ cu tomatele, a fost
atestat un procent mai sporit al monadelor si diadelor. Specific pentru tomate este for-
marea simultand a microsporilor si distribuirea lor tetraedrica, iar pentru orz — SUCCeSI-
va cu repartizare izobilaterala (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Aspectul morfologic al tetradelor la tomate si orz: A) tetrade normale la s. Fachel; B) tetrade cu
microspori neechivalenti la s. Fachel infectat cu VAT; C) poliada; D) telofaza II cu distributii neechiva-
lente de cromozomi; E) tetrade normale la orz, s. Galactic; F) telofaza IT cu micronuclee si distributii
neechivalente de cromozomi la orz s. Galactic infectat cu VMDO (indicate cu sageti);

G) diade anormale la orz, s. Galactic infectat cu VMDO; H) tetradi de tipul T (x 400).

Ca rezultat anormal al microsporogenezei, la plantele de orz infectate cu VMDO
a fost atestatd si prezenta tetradelor de tip T (Figura 4.5 H). Se considera, ca modul
diferit de distribuire a microsporilor in tetrade este consecinta orientarii diferite a fire-
lor fusului acromatic si a fragmoplastului. Astfel, putem conchide ca generarea spora-
delor anormale reflectd impactul infectiilor virale asupra proceselor de segregare a
cromozomilor, formarii si orientarii elementelor fusului de diviziune, precum si a pro-
cesului de citochineza. Anomaliile descrise survin ca rezultat al patogenezei virale prin
modificari ale tesuturilor trofice ale anterei, inductoare de efecte recombinogene, res-
tructurdri ale cromozomilor si polen anormal.

Influenta infectiei virale asupra derularii fazelor meiotice la tomate si orz.
Conform datelor din literatura, meioza la tomate decurge asincron, astfel incat in ca-
drul aceleiasi antere se contin CMP la diferite etape ale diviziunii. Diferente in derula-
rea fazelor se atestd, de asemenea, intre varful si baza anterei, ceea ce este determinat
de asigurarea graduala a celulelor microsporale cu nutrienti pe lungimea anterei [40].
Tinand cont de aceastd diferentd pentru studiile citologice a fost utilizatd doar partea
de mijloc a anterelor.
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in corespundere cu datele evaluarilor citologice, s-a stabilit ca infectiile virale
produc o accentuare a asincronismului [15]. Astfel, daca in anterele plantelor sanatoa-
se prevalau CMP in profaza I, in anterele cu lungime proxima ale plantelor infectate cu
virusuri predominau microsporii la diferite etape, tetradele fiind majoritare. Eterogeni-
tatea microsporilor in cadrul aceluiasi microsporangiu se considerd a fi consecinta
asincronismului proceselor meiotice [38].

Sporirea eterogenitatii, dar si modificarea relatiei dintre lungimea anterei/faza
meiotica au fost remarcate pentru toate sistemele virus-patogen analizate. Mai mult ca
atat, destabilizarea fazelor meiotice la plantele de tomate infectate este insotitd de o
accelerare a intregului proces de diviziune. Sincronizarea diviziunilor celulare este sub
control genetic [54], iar periodicitatea poate fi influentata de multiple procese, care se
stabilesc de la primele etape. Conform unor opinii asincronismul conduce la formarea
polenului steril [46] sau la gameti cu numar de cromozomi neechilibrat [39] si este
considerat o anomalie meiotica [76].

5. EVALUARI CITOGENETICE ALE PATOGENEZEI VIRALE
LA PLANTELE INFECTATE SI LA DESCENDENTII ACESTORA

5.1. Reactii defensive specifice si nespecifice ale tomatelor infectate cu viru-
suri si a descendentilor acestora

Infectiile compatibile sau incompatibile genereaza diverse molecule de semnali-
zare, inclusiv specii reactive de oxigen (SRO). In calitate de surse de SRO pot servi
membranele plasmatice, apoplastul, reticulul endoplasmatic, citosolul, precum si ma-
tricea extracelulara, insa mitocondriile, cloroplastele si peroxizomi sunt considerate
cele mai importante organite implicate in generarea SRO [66]. In contextul celor rela-
tate, a prezentat interes aprecierea aspectelor ultrastructurale complementar studiului
activitatii enzimelor asociate stresului biotic in sisteme gazda-patogen cu diferitad reac-
tie la infectiile virale. In acest scop in cercetare au fost incluse soiurile de tomate Crai-
gella (Tm-22/Tm-22) si Craigella (Tm-1/Tm-1), detindtoare de gene de rezistentd la
VMT, specia S. pimpinellifolium, ce a exprimat toleranta, si s. Elvira susceptibil la in-
fectare cu virusurile VMT sau VAT.

In cazul soiurilor cu gene de rezistenta la infectarea cu VMT structura interna si
organizarea ultrastructurald nu au suportat modificari apreciabile: plastidele si mito-
condriile au fost normal dezvoltate si au prezentat aspecte tipice martorului. in schimb
a fost relevat un numar sporit de peroxizomi (Figura 5.1 B, F). Tendinte similare au
fost puse in evidenta in mezofilul soiurilor Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-
22/Tm-22) infectate cu VAT.

Aceste sisteme s-au evidentiat la nivel subcelular prin prezenta unui numar ma-
jor al mitocondriilor, peroxizomilor, ce se considerd o reactie de aparare la factori de
diferita naturd cuplati cu procesele de detoxifiere. Mentinerea integritatii structurale a
fost descrisa in celulele mezofilului speciei S. pimpinellifolium, infectate cu VMT sau
VAT (Figura 5.1 N, O). Aparatul nuclear a prezentat aspect eucromatic, precum si in-
vagindri semnificative ale membranei nucleare ce denotd activarea traficului nucleo-
citoplasmatic. In celulele s. Elvira caracterizat prin susceptibilitate fati de VMT si
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VAT, s-a atestat accentuarea gradului de reorganizare a structurii interne: vacuolizarea
reticulului endoplasmatic, reducerea cristelor si distructia matricei mitocondriale (Fi-
gura 5.1 J-L). In sistemele gazda-patogen analizate s-a stabilit, ca reorganizarile intra-
celulare coreleaza cu gradul de manifestare a simptomelor bolii.
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Fig. 5.1. Expresii ultrastructurale ale organitelor celulelor mezofilului la infectarea cu virusuri a
genotipurilor de tomate cu diferita reactivitate: s. Craigella (Tm-1/Tm-1) (A-D); s. Craigella (Tm-
22/Tm-22) (E-H), s. Elvira (I-L), S. pimpinellifolium (M-P) in variantele martor (A, E, I, M) si a plantor

infectate cu VMT (B, F, J, N) si VAT (C, D, G, H, K, L, O, P) (scara barei 0,8 pm).

in conditii normale, SRO produse la nivel intracelular sunt eficient metabolizate,
lar acest echilibru intre producerea si detoxifierea SRO este sustinut de factori antioxi-
danti enzimatici si nonenzimatici [29; 55; 66]. Tinand cont de particularitatile procesu-
lui de patogeneza, pentru evaluarea activitatii peroxidazei (POX) si polifenoloxidazei
(PPO), enzime majore antrenate in reactiile de detoxifiere si aparare, mostrele au fost
colectate la inceputul etapei de exteriorizare a simptomelor virale, ceea ce a conditio-
nat existenta a doi martori: [ pentru plantele infectate cu VAT si Il pentru cele infecta-
te cu VMT. In sistemele patologice analizate activitatea acestor doi fermenti a prezen-

tat dependenta de sistemul genotip-patogen (Figura 5.2).
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Fig. 5.2. Activitatea peroxidazei si polifenoloxidazei in extractele vegetale ale genotipurilor plantelor
infectate cu virusuri si descendentii lor. Nota: axa ordonatelor — unitati ale densitatii optice;
axa absciselor — variantele experimentale: M — martor, G — descendenti.

La plantele s. Elvira infectate cu VAT sau VMT s-a constatat o crestere semnificati-
va a activitatii peroxidazei. Infectia cauzata de VMT a condus la un nivel mai ridicat al
POX la S. pimpinellifolium, in timp ce la descendenti valoarea a fost la nivelul martorului.

Abateri majore ale activitatii PPO au fost remarcate numai la genotipurile infectate
cu VAT, agent patogen cu un grad de patogenitate mai accentuat. Cea mai inalta crestere,
de cca 3 ori s-a constatat la genotipurile Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2%/Tm-
22). Sporirea activitatii PPO a inregistrat, de asemenea, valori semnificative la plantele de
S. pimpinellifolium infectate cu VAT, precum si la descendenti. Cresterea valorii medii a
PPO a fost inregistrata la genotipurile ce au prezentat un complex de reactii defensive
(mentinerea integritatii structurale, sporirea numdrului de mitocondrii, peroxizomi, accen-
tuarea proceselor litice prin dezvoltarea diverselor tipuri de lizozomi), iar diminuarea a
fost atestatd 1n cazul genotipului care a manifestat simptome severe, de ex. s. Elvira infec-
tat cu VAT. Astfel, in conditii de patogeneza virala, cresterea activitatii PPO a fost stabili-
ta la gazdele tolerante sau cu gene de rezistenta, iar @ POX — in sistemele genotip-virus
care au expus schimbdri patologice mai profunde.

In crearea raspunsurilor defensive, un rol important revine factorilor non-
enzimatici, cum ar fi metabolitii secundari cu rol antioxidant, precum compusii feno-
lici, steroidali. In acest scop, a prezentat interes evaluarea histologica a localizarii o-
tomatinei, un alkaloid implicat in formarea raspunsului plantelor la stresul biotic, in-
clusiv virusuri [73]. Conform studiului histologic al sectiunilor petiolilor s. Elvira,
speciei S. pimpinellifolium, soiurilor Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2%/Tm-
22) infectate cu VMT sau VAT, au fost certificate deosebiri in localizarea si gradul de
acumulare a granulelor de a-tomatina (Figura 5.3).

Acumulari semnificative de alcaloid au fost identificate in celulele parenchimale
ale sp. S. pimpinellifolium infectate cu VAT sau VMT (Figura 5.2. B, C), ale soiurilor
detinatoare de gene de rezistentd in conditii de patogeneza viralda (Figura 5.2. 1-J, L-
M). Date similare se constata si pentru alte sisteme gazda-patogen [73], gradul de in-
magazinare a a-tomatinei coreland cu nivelul de rezistenta.
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-tomatinei in tesuturile pe;ioiil(;r plantelor de tomate sinatoase (A,
F) si infectate cu VAT (B, D, G, I) si VMT (C, E, H, J) la genotipurile: A-C - S. pimpinellifolium;
D, E —s. Craigella (Tm-1/Tm-1); F-H —s. Elvira; I, J —s. Craigella (Tm-2%Tm-22).

5.2. Efectul mitogen si aneugen indus de virusul dungat al orzului la plantele
gazda

Conservatismul proceselor proliferative asigura posibilitatea utilizarii diferitilor
parametri ai diviziunilor mitotice in studiile de monitoring. In acest scop cu succes se
aplica indicele mitotic si frecventa micronucleilor [62], ce reflecta reactia genotipului
la actiunea factorilor de stres, care reprezintd mecanismul de adaptare a organismului
exprimat la nivel celular, orientat spre mentinerea homeostaziei in sistemele celulare.

Conform rezultatelor studiului citologic, valoarea indicelui mitotic in variantele
martor la soiurile de orz analizate a fost cuprinsa intre 10,4-12,7%. Materialul semin-
cer obtinut de la plante infectate cu virus si/sau iradiate a prezentat valori sub media
estimata. O reducere mai inalta a valorii indicelui mitotic a fost constatata pentru lotu-
rile cu aplicare asociata a VMDO si razelor gama 1n doza de 250 Gy. O scadere simila-
ra a fost remarcata si in varianta cu utilizare doar a razelor gama in aceeasi doza (250
Gy). Impactul separat cauzat de infectia virala a fost mai accentuat decat efectul raze-
lor gama in doza de 100 Gy, precum si 150 Gy (diferente intre variantele experi-
mentale statistic confirmate pentru P < 0,05).

Este cunoscut, ca fluctuatiile indicelui mitotic reflecta direct intensitatea reactiilor
metabolice, iar ritmul modificarii este dependent de viteza reactiilor fermentative [ 78].
Diminuarea valorii indicelui mitotic sub actiunea diferitilor factori denota caracterul
mitodepresiv al acestora, generat de reprimarea diviziunilor celulare [70]. Reducerea
valorilor indicelui mitotic in variantele experimentale a fost complementata de creste-
rea frecventei micronucleilor, formatiuni cromatinice extranucleare rezultate in urma
rupturilor cromozomale sau a aneuploidiei [62], considerate indici relevanti ai instabi-
litatii genomului [79].

In baza examinarii preparatelor citologice obtinute prin tehnica de colorare cu
carmina acetica, micronucleii se disting ca structuri cromatinice adiacente nucleelor,
marimea carora poate varia mult (Figura 5.4).
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Fig. 5.4. Celule interfazice in meristemele radiculare de orz: A) 1nterfaze normale in varianta mar-
tor; B) interfaza cu micronucleu (indicat prin sageata) in radicioarele plantelor de orz, s. Galactic infec-
tat cu VMDO; C) micronucleu (indicat prin sageata) in celulele meristemei radiculare la
s. Galactic iradiat cu raze gama 150 Gy si infectat cu VMDO (x 400).

Este important de mentionat, ca la toate cele trei soiuri de orz analizate, infectia
virald a indus formarea unui numar de micronuclei mai mare decat in asociere cu raze-
le gama in doza de 100 Gy. In cazul loturilor cu aplicare a razelor gama in doza de 150
Gy, rata micronucleilor a fost aproximativ la acelasi nivel ca si in cazul actiunii ra-
diatiei In complex cu infectia virala. Razele gama in doza de 250 Gy a indus cresterea
frecventei micronucleilor comparativ cu martorul de cca 5 ori la s. Galactic, 6,7 — s.
Sonor si 4,3 — s. Unirea. Rata micronucleilor la plantele virozate si derivate din se-
minte iradiate cu doza 250 Gy a fost, practic, la nivelul cauzat doar de radiatie [5].
Complementar acestor constatari, in variantele plantelor infectate cu VMDO s-au sta-
bilit C-metafaze. Asemenea anomalii reprezintd un rezultat al restructurarilor fusului
de diviziune [35]. In lipsa citochinezei acestea conduc la formarea celulelor poliploide
sau bi(poli)nucleate, iar in cazul formarii fragmoplastului si a peretelui celular, pot
aparea celule cu numar diferit de cromozomi. C-metafazele au fost atestate la s. Galac-
tic s1 S. Sonor in loturile cu aplicare complexd a infectiei virale si razelor gama 150 Gy
sau 250 Gy, iar la s. Unirea — virus+250 Gy.

Datele examenului citogenetic al diviziunilor mitotice privitor la inducerea de de-
gradari ale ADN-ului au fost confirmate prin estimarea mutatiilor clorofiliene de tipul
albino. De mentionat, ca plantule albinoase nu au fost constatate in toate variantele
experimentale. Mutatiile exprimate prin lipsa pigmentilor clorofilieni au fost stabilite
la s. Unirea in lotul derivat din plante infectate cu virus, separat sau in complex cu raze
gama in doza de 150 Gy.

In rezultatul studiului realizat, putem concluziona ci consecintele provocate de
VMDO sunt similare razelor gama, care dupa pondere sunt mai apropiate de dozele 150 Gy
sau 250 Gy, in dependenti de sensibilitatea genotipului studiat. Imbinarea ambilor factori a
cauzat repercusiuni cu efect neliniar, determinate de interactiunea factorilor genotip-virus-
radiatie (doza radiatiei). Pentru infectia virald, de asemenea, a fost constatata implicarea in
inducerea de anomalii ce au la baza dereglari ale formarii si functionarii fusului de diviziu-
ne, asa cum ar fi C-mitozele — dovada a caracterului aneugen al agentului patogen studiat.

5.3. Efectul clastogen cauzat de virusul mozaicului dungat al orzului la plan-
tele gazda

Gratie conservatismului proceselor ce stau la baza formarii schimburilor intre
cromatidele surori (SCS), testul dat este utilizat pe larg in estimarea genotoxicitatii
[62], fiind aplicat in evaluarea efectului mutagen al diferitilor compusi atat la plante
[71; 77], cat si la animale [25].
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Numarul si pozitia schimburilor cromatidice per cromozom au fost apreciate
conform coloratiei diferentiate (Figura 5.5).
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Fig. 5.5. Cromozomi metafazici la H. vulgare: A), B) cromozomi fira schimburi cromatidice,
C) reprezentare schematica a unui cromozom metafazic fira schimburi cromatidice; D) cromozom cu
un schimb cromatidic in bratul lung; E) cromozom cu cite un schimb cromatidic in ambele brate; F)
cromozomi cu multiple schimburi cromatidice; G) reprezentare schematici a unui cromozom metafa-

zic cu un schimb cromatidic (x 2000).

In baza aplicarii testului SCS a fost constatat, ca in conditii normale in medie se
produc 5,6 — 6,1 schimburi cromatidice surori per celuld. Atat radiatia, cat si infectia
virala au cauzat cresterea frecventei SCS (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1. Frecventa schimburilor intre cromatidele surori induse de virusul mozaicului
dungat al orzului in celulele meristemelor radiculare la plantele de orz (per celuli)

Varianta Genotip
s. Sonor s. Unirea s. Galactic

Martor 6,128+0,337 5,561+0,259 6,108+0,265

Virus 8,359+0,299%** 8,641+0,286%** 8,703+0,312%%**

100Gy 8,585+0,273*** 7,410+0,284%** 6,611+0,240*
100Gy + virus 8,946+0,287*%** 7,973+0,314%** 8,028+0,244***

150Gy 8,846+0,295%** 7,270+0,339%** 7,973+0,269%**
150Gy + virus 8,385+0,281 *** 8,081+0,246%** 9,054+0,274%**

250Gy 10,081+0,318%** 9,540+0,358%** 8,081+0,291 ***
250Gy + virus 10,971+0,305%** 8,811+0,321%** 8,838+0,306%***

*; *** - diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,001

In cazul infectiei virale, cel mai inalt procent de inducere a SCS a fost constatat la
s. Unirea (o crestere cu cca 55,4% fata de martor, P< 0,001). Efectul indus de catre ra-
zele gama a variat in functie de doza aplicata la tratarea semintelor, precum si genoti-
pul analizat. Astfel, rata SCS in cazul radiatiei in doza de 100 Gy a crescut cu 40,1 %
si 33,2 % fata de martor, respectiv, la s. Sonor si s.Unirea, in timp ce frecventa SCS la
s. Galactic a crescut doar cu 8,23% (P<0,05). Razele gama in doza de 150 Gy au indus
un efect mai depresiv, decat cel cauzat de doza 100 Gy, doar la s. Galactic. La s. Uni-
rea rata SCS per celula a variat in jur de 7,2, avand tendintd de micsorare. Puterea de
modificate a ratei SCS in cazul infectiei virale aplicate in complex cu razele gama a
variat in dependentd de genotip si doza razelor gama.

Luand in considerare spectrul schimburilor intre cromatidele surori, a fost consta-
tat, ca numarul si tipul SCS sunt influentate de catre ambii factorii analizati: infectia
virald si radiatia gama [4]. Daca la plantele martor in medie se produc 0,40-0,46 SCS
per cromozom, atunci in unele variante experimentale numarul lor a atins valoarea
0,69 — 0,73 (la soiurile Galactic s1 Sonor iradiate cu raze gama in doza de 250 Gy).

Studiul distributiei SCS a scos in evidenta majorarea ratei cromozomilor cu trei si
mai multe schimburi, indeosebi la variantele cu utilizare a infectiei virale separat sau
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in asociere cu razele gama. Sporirea frecventei medii a SCS in cazul infectiei virale,
precum si a radiatiei se produce preponderent pe contul schimburilor multiple, rata ca-
rora in conditii normale este redusi (0,28-0,48 per celuld). In variantele experimentale,
procentul SCS a crescut esential atingand valoarea maximala la s. Sonor cu aplicare
mixtd a VMDO si razelor gama in doza de 250 Gy. Pentru varianta data a fost consta-
tatd o crestere a cotei cromozomilor cu schimburi multiple de 12,7 ori mai mare fata
de martor. Majorarea SCS in conditiile patogenezei virale indica asupra efectului ge-
notoxic cauzat de VMDO, exprimat prin majoritatea schimburilor multiple.

5.4. Expresia unor gene asociate stresului la orz si descendentii obtinuti de la
plante infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului

Activitatea transcriptionald a unor gene asociate metabolismului antioxidant.
Prin tehnica RT-PCR a fost evaluata expresia unor gene implicate in procesele antioxi-
dante (APX si SOD) si celor ce determina proteinele asociate cu patogeneza (PR-3, PR-5;
PR-10) in plantulele de orz sanatoase si crescute din seminte formate in conditii de pato-
geneza viralda cauzata de VMDO [19]. Conform rezultatelor obtinute activitatea genelor
APX si SOD la plantele virozate a fost diminuata fata de martor (Tabelul 5.2).

Nivelul de variabilitate a purtat caracter specific genotipului. Cea mai semnifica-
tiva reducere a activitatii transcriptionale a genei APX a fost inregistrata la s. Galactic
(o reducere cu 83,7%), in timp ce la s. Sonor variatiile nu au avut suport statistic. Po-
trivit lui Clarke S.si coaut. [29], activitatea enzimelor sistemui antioxidativ pentru
combinatiile virus-planta este influentata de tipul reactiei gazdei.

Tabelul 5.2. Activitatea transcriptionali (u. c) a unor gene a metabolismului antioxidant
si defensiv in frunzulitele plantelor de orz sinitoase si infectate cu VMDO

Gena Genotip Martor Virus
Sonor 0,5175+0,0443 0,3543+0,0387*
SOD Galactic 0,7675+0,0719 0,6317+0,0760*
Unirea 0,5772+0,0339 0,4643+0,0420*
Sonor 0,3183+0,0379 0,3327+0,0549
APX Galactic 1,8255+0,4343 0,9937+0,1761*
Unirea 0,8307+0,0856 0,5433+0,0250*
Sonor 0,0947+0,0091 0,0065+0,0012*
PR-3 Galactic 0,7102+0,0624 0,1712+0,0137*
Unirea 0,0297+0,0046 0,0333+0,0065*
Sonor 0,1970+0,0219 0,5130+0,0053*
PR-5 Galactic 0,1638+0,0236 0,7525+0,0665*
Unirea 0,1065+0,0133 0,3043+0,0286*
Sonor 0,0142+0,0017 0,0025+0,0005*
PR-10 Galactic 0,0446+0,0044 0,0155+0,0016*
Unirea 0,0173+0,0029 0,0202+0,0035*

* - diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0,05.

La soiurile analizate concentratia transcriptiilor genelor PR a fost semnificativ modi-
ficata. Rezultatele prezentului studiu denotd o stimulare sau inhibare a genelor PR-3 si
PR-10 in dependenta de genotip, in timp ce pentru gena PR-5 a fost stabilitd sporirea acti-
vitdtii in toate variantele experimentale. Activitatea transcriptionald a genei PR-3 a scazut
pentru variantele infectate a s. Galactic si S. Sonor (de 4,2 si 14,6 ori, respectiv), in timp ce
la s. Unirea s-a inregistrat o crestere a concentratiei relative a transcriptilor cu 12%. Un
tablou similar a fost descris si pentru gena PR-10 (Tabelul 5.2; Figura 5.6).
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Fig. 5.6. Profilurile de amplificare a produselor primerilor pentru genele: A - a-tubulina, B - SOD,
C - APX, D -PR-3, E-PR-5, F - PR-10 la plantele variantei martor (1, 11, 20), infectate (2, 12, 21)
a soiurilor 1) Galactic, 11) Sonor, I111) Unirea.

Activitatea transcriptionald a genei PR-10 la s. Sonor si s. Galactic infectate cu
VMDO a prezentat valori de 5,7 si 2,9 ori mai reduse comparativ cu martorul. Soiul Uni-
rea a reactionat in conditii de patogeneza virald prin sporirea activitatii genei PR-10 cu
16,8%. Este cunoscut, ca proteinele PR-10 prezinta activitatea ribonucleazica, iar PR-3 -
chitinazica si detin o specificitate mai mare. Rolul diferitelor tipuri de proteine PR raméne
incert si discutabil. Se considera, ca proteinele PR cu activitate ribonucleaza (tip PR-10)
sunt implicate in protectia antivirald, n timp ce PR-3 promoveaza procesul infectios [82].
Sistemele gazda-patogen analizate de noi au expus un raspuns sistemic la infectarea cu
VMDO), iar reactia diferita a fost conferita de particularitatile genotipului.

Expresia maximald a genelor legate de patogeneza a fost raportata pentru PR-5 in
toate variantele de tratament. Cea mai mare crestere (de 4,6 ori) a fost detectata la s.
Galactic. Totodata, acest genotip a prezentat si cea mai mare reducere a activitatii tran-
scriptionale a genei APX implicate in procesele de detoxifiere a peroxidului de hidro-
gen. Proteina PR-5 este asociata cu stresul mediat de calea de semnalizare dependenta
de etilend sau jasmonat [48], iar concentratia in conditii normale este mici. In conditii
de patogeneza este relatata cresterea semnificativa a acestor proteine [ 74]. Fitovirusuri-
le sunt capabile sa reprogrameze expresia genelor gazdei, generand interdependente
intre activitatea transcriptionald si patogenitatea virusului de tipul ,,shut-off”, intre in-
tensitatea expresiei genelor si severitatea simptomelor virale [72].

Expresia unor gene asociate proceselor antioxidante si de patogeneza la des-
cendentii de orz obtinuti de la plante infectate. La descendentii plantelor infectate
activitatea transcriptionald a genelor asociate stresului biotic a fost modificata pentru
majoritatea sistemelor analizate. La s. Sonor si S. Galactic, concentratia relativa a tran-
scriptilor genelor responsabile de activitatea antioxidantd a fost semnificativ redusa
comparativ cu martorul (Figura 5.7). Astfel, expresia genei SOD a fost diminuata cu
26,6 si 55,9% la s. Sonor si s. Galactic corespunzator. Aceste doua genotipuri au ex-
pus, de asemenea, un nivel de subexpresie si pentru gena APX. Este important de no-
tat, cd amplitudinea modificarilor la descendentii acestor soiuri a detinut valori mai
reduse comparativ cu efectul primar produs de infectia virala. Totodata, activitatea
transcriptionald a genelor APX si SOD la descendentii s.Unirea a prezentat un nivel
proxim martorului.
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Fig. 5.7. Activitatea transcriptionala (u. c.) a genelor asociate cu stresul in frunzulitele
plantelor de orz sanitoase, infectate cu VMDO si descendentii acestora.

Activitatea transcriptionala a genelor asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10)
la descendenii plantelor infectate a suportat fluctuatii orientate in directia sporirii sau
supresiei in dependenta de genotip. Reprimarea activitatii genei PR-3 a fost descrisa la
descendentii s. Sonor si S. Galactic, in timp ce la s. Unirea concentratia transcriptilor
PR-3 s-a majorat de 1,3 ori fatd martor. Infectia virald provocatd de VMDO a avut re-
percusiuni si asupra nivelului de expresie a genelor PR-5 si PR-10. Similar plantelor
infectate, la descendentii orzului infectat cele mai accentuate modificari s-au inregis-
trat la s. Sonor si s. Galactic pentru PR-5 cu o supraexpresie de 1,7-1,8 ori mai inalta
fatd de martor. In corespundere cu pattern-ul de expresie la s. Unirea infectia virald nu
a produs efecte semnificative la descendentii acestui genotip. Directia variatiei concen-
tratiei transcriptilor PR-10 la descendentii s. Galactic si S. Sonor a fost orientata spre
subexpresie, iar la s.Unirea — supraexpresia genei.

Rezultatele analizei expresiei genelor metabolismului antioxidant si a proteinelor
asociate patogenezei releva orientdri similare la plantele infectate si descendentii deri-
vati din conditii patologice. Impactul primar al infectiei virale a avut o variabilitate
mai accentuata comparativ cu efectul transdus la descendenti. Astfel, modificarile evi-
dente in activitatea transcriptionalda a genelor includ: (i) suprimarea genelor implicate
in metabolismul antioxidant; (ii) activarea sau subexpresia, in dependenta de specifici-
tatea genotipului, a genelor ce codifica proteine cu activitate ribonucleazica sau chiti-
nazica; (ii1) supraexpresia genelor pentru factorii asociati stresului mediat de caile de
semnalizare reglate de acidul jasmonic sau etilena, cum ar fi PR-5.

5.5. Efectul nucleopatic al virusului mozaicului conopidei in sisteme citopati-
ce la nivelul structurilor calusale ale diferitelor soiuri de varza

Impactul agentilor virali asupra structurilor intracelulare se manifesta printr-o gama
largd de modificari care declanseaza raspunsuri locale si sistemice prin multiple cai inter-
conectate. Conform datelor relatate, virusul mozaicului conopidei provoaca alterari majo-
re structurale ale organitelor sistemului energetic, vacuolar, precum si ale nucleelor celu-
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lelor mezofilului soiurilor de varza infectate sistemic. Calusurile derivate din diferite sis-
teme citopatice au prezentat diverse restructurari ale organitelor celulare (Figura 5.8). In
celulele maselor calusale proliferative obtinute din mezofilul plantelor de varza infectate
cu VMCo se atesta tendinte de mentinere a integritatii structurale, prezentand o citoplas-
ma fin granulata cu multipli ribozomi liberi, precum si mitocondrii compacte, plastide cu
sistem tilacoidal slab dezvoltat, nuclee cu majorari apreciabile de cromatind perimembra-
nara. Sporirea conglomerarilor de heterocromatina cu diferit grad de expresie a fost des-
crisa in nucleele calusurilor derivate de la plante infectate [16].
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Fig. 5.8. Aspectul ultrastructural al celulelor calusurilor cu capacitate proliferativi derivate din tesuturi
ale mezofilului soiurilor de varza infectate cu VMCo. A —s. Haricovscaia, martor;
B —s. Haricovscaia, VMCo; C —s. luniscaia, VMCo; D - s. Moldavanca, martor;
E, F —s. Moldavanca, VMCo (scara barei 0,8 pm).

Aplicarea analizei morfometrice a structurilor nucleare a confirmat devierile con-
statate vizual 1n variantele experimentale. Calusurile proliferative derivate din mezofi-
lul plantelor infectate au prezentat nuclee cu un volum mai mare cu 21,5 — 30,4% (Ta-
belul 5.3). Modificari semnificative au fost raportate pentru cromatina perimembrana-
ra. Volumul relativ al heterocromatinei distribuite atasat membranei nucleare a sporit
cu 37,5; 45,5si 55,9% in sistemele citopatice obtinute de la
s. Haricovscaia, s. Iuniscaia si s. Moldavanca, respectiv. De asemenea, raportul nu-
cleo-citoplasmatic s-a majorat in toate sistemele experimentale.

Este cunoscut ca sporirea zonelor de heterocromatina este o reflectare a diminu-
arii proceselor de transcriptie si, in ansamblu, a activitatii nucleului. In plantele infec-
tate sistemic, virusurile sunt considerate elisitori antrenati in inducerea cailor defensi-
ve, inclusiv 1n producerea efectului de pozitie nucleopatica [55]. Conform relatarilor
din literatura, dezvoltarea infectiei virale conditioneaza metilarea selectiva a diferitelor
regiuni ale ADN-ului genomic, ceea ce duce la variatii in activitatea lor transcriptiona-
1a [24]. Aceste schimbari incep cu modificdri conformationale ale cromatinei si a
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Tabelul 5.3. Schimbarile morfometrice ale structurilor nucleare in conditii in vitro a celulelor

de varza alba infectate cu virusul mozaicului conopidei

Raportul nu- Volumul relativ al structurilor nucleare
Varianta cleo- Nucleu Cromatina peri- Cromatina nucleo-
citoplasmatic membranari plasmatica
s. Haricovscaia
Martor ‘ 0,261 0,177+0,009 0,032+0,0009 0,020+0,0006
Coeficient de variatie 35,90 % 19,09 % 22,08 %
VMCo | 0,318** 0,215+0,013* 0,044+0,0002** 0,026+0,0019
Coeficient de variatie 37,52 % 33,85 % 47,61 %
s. Moldavanca
Martor ‘ 0,268 0,185+0,105 0,034=+0,0007 0,019+0,0007
Coeficient de variatie 36,25 % 13,81 % 21,94 %
VMCo | 0,334*** 0,235+0,013** 0,053+0,0028** 0,028+0,0020**
Coeficient de variatie 37,49 % 34,63 % 47,10 %
s. luniscaia
Martor ‘ 0,252 0,168+0,008 0,033+0,0009 0,018+0,0007
Coeficient de variatie 33,65 % 18,01 % 23,45 %
VMCo | 0,330*** 0,219+0,011* 0,048+0,0028** 0,025+0,0019*
Coeficient de variatie 33,84 % 37,25 % 47,82 %

*; ** _ diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0,05; 0,01, respectiv.

gradului de metilare a ADN-ului, care pot juca un rol important in transductia efectelor
in urmatoarele generatii si in generarea diversitatii individuale.

6. MANIFESTAREA CARACTERELOR CANTITATIVE SI CALITATIVE LA
PLANTELE INFECTATE CU VIRUSURI SI LA DESCENDENTII ACESTORA

Cuantificarea caracterelor cantitative permite descrierea exacta a genotipurilor si dis-
tingerea lor in baza particularitatilor specifice de expresie a interactiunii genotip X mediu
[36]. Fiecare individ este considerat in esenta unic in ceea ce priveste genotipul, iar efectele
pe care le exprima la conditiile ambientale sunt relevante si pot fi apreciate prin valorile
medii, limitele abaterilor statistice, varianta caracterelor [22]. Recunoasterea rolului pe care
il au virusurile fitopatogene in procesul de inducere a recombinatiilor si mutatiilor sugerea-
za importanta pe care 0 pot avea asupra expresiei caracterelor cantitative si calitative.

6.1. Variabilitatea caracterelor cantitative la tomate si descendentii plantelor
supuse actiunii infectiei virale

Evaluarea caracterelor cantitative la plantele de tomate infectate cu virusul
aspermiei tomatelor si descendentii acestora. Aspermia tomatelor se distinge printr-
un impact semnificativ asupra habitusului plantelor infectate comparativ cu alti agenti
virali (VMT, VXC). Aspectul general al plantelor sensibile la VAT prezinta modificari
morfologice ale frunzelor, florilor si fructelor, gradul de expresie al caror este influen-
tat de genotipul gazdei.

Evaludrile fenologice comparative ale genotipurilor de tomate susceptibile la
VAT au demonstrat variatia caracterelor cantitative. VAT a cauzat diminuarea semni-
ficativa a taliei plantelor la soiurile Nistru, Prizior si Fachel. Iniltimea lastarului prin-
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cipal a fost redusa cu cca 44 si 42 % la s. Fachel si s. Prizior, respectiv. La s. Nistru
talia plantei practic a fost Tnjumatatitd, atingdnd doar 28 cm comparativ cu 55 cm la
martor. Plantele sandtoase ale soiurilor analizate detineau 5,1+5,7 lastari roditori. La
tomatele virozate a fost atestat un numar proxim de lastari, iar reducerea distantei din-
tre noduri si diminuarea taliei plantelor au conferit un aspect compact al tufelor.

Perturbarile microsporogenezei si morfofuncionale ale polenului au influentat in
mod diferit gradul de legare si dezvoltare al fructelor. Progresarea procesului patologic
a condus la sporirea graduald a diminuarii numarului total de fructe legate. Este cunos-
cut, ca parametrul numarul de fructe este determinat poligenic, prezentand o heritabili-
tate joasa si o influenta majora a factorilor de mediu [27]. De asemenea infectiea virala
a cauzat diminuarea semnificativa a numarului de seminte per fruct. Indicii biochimici
ai fructelor la plantele de tomate sanatoase se caracterizeaza printr-un coeficient de
variatie foarte mic, media valoricd a parametrului fiind reprezentativd pentru fiecare
soi. Continutul de substante uscate si aciditatea fructelor tomatelor infectate cu VAT
au mentinut o amplitudine a coeficientului de variatie < 5%, ceea ce demonstreaza va-
riabilitatea joasd a acestui caracter. Este important de mentionat, ca variatia zaharului
total in fructele S. Prizior si S. Fachel a depasit 5%, dovedind impactul semnificativ al
infectiei virale asupra metabolismului hidratilor de carbon [14].

Expresia caracterelor cantitative la descendentii plantelor de tomate obtinuti in
conditii de patogenezii virali. In contextul rezultatelor obtinute privitor la efectul re-
combinogen si destabilizator al VAT asupra microsporogenezei, studiul nostru a avut ca
obiectiv evaluarea expresiei caracterelor cantitative la descendentii plantelor infectate,
precum talia plantei, numarul de lastari roditori, numarul de inflorescente de pe un lastar
si total per plantd, numarul de fructe legate pe o ciorchind si total per plantd, numarul de
seminte per fruct, masa unui fruct. Continutul substantelor uscate, zaharului, precum si
aciditatea totald au inregistrat valori medii proxime martorului. Totodatd, pentru unele
caractere cantitative a fost stabilitd o extensie a distributiei valorilor medii. Parametrii:
talia plantei, numarul de ciorchine roditoare per planta, masa unui fruct al ciorchinei II,
numarul de seminte al unui fruct, au Inregistrat un diapazon al variatiei mai mare la toate
cele trei soiuri analizate (Tabelul 6.1). Date similare au fost raportate si pentru descenden-
tii plantelor infectate cu VMT, efectele fiind constate si in generatiile 2 si 3 [20].

Tabelul 6.1. Coeficientul de variatie (%) al unor caractere cantitative la descendentii
soiurilor de tomate infectate cu VAT (a. 1998)

Nr Parametru Genotip
s. Nistru s. Prizior s. Fachel
Martor | Descendenti | Martor | Descendenti | Martor | Descendenti

1 |Talia plantei 5,46 9,30 5,03 8,24 7,17 9,38
2 |Lastari roditori 20,28 19,81 19,23 25,74 18,12 25,24
3 |Ciorchine roditoare per planta 15,88 31,80 15,17 31,95 14,89 32,39
4 |Fructe pe ciorchina Il 28,21 30,37 30,46 35,00 19,69 52,50
5 |Masa unui fruct al ciorchinei Il | 10,53 19,79 12,66 17,06 5,77 16,20
6 |Fructe per planta 22,79 23,63 32,15 47,23 19,79 34,18
7 |Masa unui fruct 8,08 9,80 3,14 11,97 3,09 3,96
8 |Seminte per fruct 4,36 10,55 3,12 11,60 3,66 18,25
9 |Substante uscate 0,90 0,88 1,53 0,89 1,30 1,94
10 |Aciditatea totala 0,90 1,05 0,72 0,97 1,73 1,27
11 |Zahar total 1,34 1,49 1,47 2,13 2,55 3,13
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Rezultatele obtinute au stat la baza elaborarii procedeului de obtinere a recombinan-
tilor de tomate [6] ce are ca scop extinderea variabilitatii genetice Tn vederea obtinerii si
selectarii formelor cu caractere noi prin aplicarea in calitate de factor recombinogen a
VAT. Ca rezultat al efectului produs de infectia virald poate fi modificata interdependen-
ta dintre caracterele corelate, precum masa fructului — numdrul de seminge. In asa mod
au fost capatate forme ale s. Fachel cu masa mare a fructului si numar redus de seminte;
masa mare a fructelor primelor ciorchine si confinut sporit de substante uscate.

6.2. Variabilitatea caracterelor cantitative la orz si descendentii plantelor su-
puse actiunii infectiei virale

Evaluarea caracterelor cantitative asociate cu productivitatea la orz si descenden-
ti1 plantelor infectate a fost obiectivul unor studii separate realizate in cadrul Laborato-
rului Biotehnologii vegetale, rezultatele carora au fost expuse in lucrari stiintifice [11].
Conform autorilor, infectarea plantelor de orz cu VMDO a influentat mai puternic (P <
0,001) variatia numarului de boabe per spic. La s. Unirea si S. Sonor supuse actiunii
infectiei virale, caracterul lungimea spicului principal a variat mai lejer in comparatie
cu s. Galactic, coeficientul de variatie atingand valoarea de 11,8 si 13,4 %. Acest fapt
indica particularitatile genotipice si reactivitatea specifica a fiecarui genotip.

Variabilitatea intragenotipica in populatiile orzului de priméavara obtinute in
conditii de infectie virala in baza polimorfismului proteinelor de rezerva. Pentru
populationale pe larg sunt utilizate proteinele genetic polimorfe. Polimorfismul unor ase-
menea sisteme este determinat de variabilitatea alelica si poate fi apreciata prin analize
electroforetice. Totalitatea spectrelor proteinelor multiple (poligenice) si genetic polimor-
fe (polialelice) permite evidentierea poligeniei, structurii alelice, structurii populatiei,
compozitiei biotipice a soiului. In evaluarea polimorfismului in populatiile de orz, con-
form datelor din literatura de specialitate, eficient se utilizeaza asemenea marcheri proteici
ca hordeinele [84], continutul carora constituie cca 40% din totalul proteinelor de rezerva.

Analiza electroforetica a hordeinelor extrase din semintele s. Galactic, s. Sonor si
S. Unirea a pus in evidenta polipeptide cu masa moleculard cuprinsa intre 26,0 si 72,0
kDa, cele mai multe fractii fiind distribuite intre 55,0 si 26,0 kDa, ceea ce corespunde
datelor expuse in literatura si pentru alte genotipuri de orz. Comune pentru toate trei
soiuri au fost stabilite 7 polipeptide (30,0; 31,4; 36,0; 37,2; 40,6; 48,5 si 53,0 kDa).
Infectia virala separat sau in asociere cu razele gama au indus variatii cantitative si ca-
litative in spectrul hordeinelor (Figura 6.1).

In spectrul extractului de hordeine cipitat la s. Galactic din semintele plantelor
infectate se remarca aparitia unei benzi cu masa moleculara de 57,5 kDa, iar razele
gama in doza 150 Gy in asociere cu infectia virald au condus la formarea unei forme
noi de 55 kDa (Figura 6.1 A). O banda noua ce reprezinta o fractie cu Mr 62 kDa a fost
identificata in loturile s. Sonor cu influentd a infectiei virale separat sau in asociere cu
razele gama 1n doza de 150 Gy. Razele gama in doza de 100 Gy au indus o izoforma
noud 47 kDa, constatata si in varianta cu aplicare a infectiei virale, precum si a VMDO
in comun cu razele gama in doza 150 Gy (Figura 6.1. B). Inducerea unei benzi cu Mr
32 kDa a fost remarcata la s. Unirea in cazul infectiei virale, aplicarii razelor gama in
doza 150 Gy sau 250 Gy, precum si a razelor gama 150 Gy in complex cu VMDO.
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Fig. 6.1. Electroforegrama hordeinelor in cariopsele de orz ale soiurilor: A) Galactic, B) Sonor,
C) Unirea: 1 —martor; 2 - 100 Gy; 3 - 150 Gy; 4 — 250 Gy; 5 —virus; 6 — 100 Gy+ virus;
7 — 150 Gy+virus; 8 — 250 Gy+virus.

Razele gama 1n doza 100 Gy in comun cu infectia virald au cauzat aparitia unei fractii
69 kDa, iar iradierea separatd in doza 100 Gy a condus la aparitia unei forme noi cu
masa moleculara 58 kDa. Disparitia unor benzi ce corespund fractiilor cu Mr in diapa-
zonul 32,4-37 kDa a fost remarcata pentru loturile cu actiune a razelor gama in dozele
100 Gy si 150 Gy (Figura 6.1.C). Este de remarcat, ca cele mai variate profiluri poli-
peptidice au fost descrise la s. Unirea.

Tipul hordeinelor se stabileste incad in perioada formarii bobului si a endospermu-
lui, iar genele codificatoare se afla sub influenta multiplilor factori endo- si exogeni
[80]. Diversitatea mare a hordeinelor descrisa la plantele infectate cu virus este condi-
tionata de impactul complex morfofunctional al patogenului si prezinta un nivel infor-
mativ inalt in aprecierea restructurarilor genetice cauzate [7].

Variabilitatea biotipicd a descendentilor orzului de primavara obtinuti in
conditii de infectie virala in baza polimorfismului proteinelor de rezerva. Conform
profilurilor electroforegramelor, la plantele martor ale s. Galactic, s. Sonor si s. Unirea,
similar rezultatelor anterioare, au fost identificate polipeptide cu masa moleculara intre
26,0 s1 72,0 kDa. Pentru s. Unirea a fost descris un numar maximal de izoforme (15),
la s. Galactic — 14, si la s. Sonor — 10 polipeptide. Spectrele hordeinelor in populatiile
descendente de la plantele infectate s-au distins calitativ si cantitativ, fiind remarcata
mentinerea unor variatii identificate la plantele infectate sau aparitia de noi polipepti-
de. Astfel, in profilul electroforetic al hordeinelor descendentilor VMDO se atesta izo-
forma 27,5 kDa. Polipeptidele cu masa moleculara 55 kDa si 57,5 kDa inregistrate
doar 1n variantele cu aplicare a infectiei virale in asociere cu razele gama au fost
descrise si la descendentii acestor genotipuri.

Diferentele stabilite in profilurile hordeinelor deriva din repercusiunile structurale
si functionale descrise la descendentii plantelor infectate si raspunsul specific al geno-
tipului gazdei generat la infectia virala.

Polimorfismul izofermentilor in populatiile orzului de primiavara, obtinute in
conditii de infectie virali. In monitoring-ul diversititii genetice a orzului, de rand cu
hordeinele, se utilizeaza izofermentii [83], precum peroxidazele si esterazele, factori
implicati in formarea reactiilor de raspuns.

Analiza electroforetica a peroxidazelor extrase din frunzulitele s. Galactic, s. Sonor
si S.Unirea a pus in evidentd izoforme identice caracterizate cu mobilitate minora

38



(0,073+0,363) si majora (0,773+0,94), iar pentru formele cu mobilitate medie s-au de-
pistat variatii, atat intre soturi, cat si in cadrul diferitelor variante ale aceluiasi genotip.
Cea mai inalta diversitate a fost atestata la s.Unirea (11 benzi), in timp ce la s. Galactic —
9, iar la s. Sonor — doar 8. Infectia viralda separat sau in asociere cu razele gama a indus
variatii cantitative si calitative indeosebi la nivelul izoformelor cu mobilitate majora.
Plantulele s. Galactic si s. Sonor, obtinute din varianta cu VMDO, au prezentat un nu-
mar mai redus de izoforme, iar la descendentii s. Unirea derivatii de la plantele infectate
se constata sporirea polimorfismului peroxidazelor, precum si modificari cantitative. Un
polimorfism sporit al acestei enzime este inregistrat si la variantele cu aplicare a razelor
gama cu dozele 100 Gy si 150 Gy separat sau complementar infectiei virale.

Analiza electroforetica a polimorfismului esterazelor denota devieri mai pronuntate
intre variantele evaluate. In profilurile esterazei la s. Galactic martor au fost atestate 5
benzi, In timp ce conditiile patologice au generat majorarea polimorfismului (Figura 6.2).
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Fig. 6.2. Electroforegrama esterazelor in frunzulitele plantulelor de orz de primivara ale soiurilor Ga-
lactic (A), Sonor (B) si Unirea (C) conform variantelor experimentale: 1 — martor, 2 — virus,
3-100 Gy, 4 —virus+100 Gy, 5- 150 Gy, 6 — virus+150 Gy.

Numarul de izoforme in cazul infectiei virale In complex cu razele gama 100 Gy
a atins valoarea de 12. La acest soi a fost descrisa aparitia de noi componenti cu mobi-
litatea cuprinsa intre 0,456+0,712. Se considera, ca locusurile Est 6, 7 si 8 prezinta
stabilitate si sunt mai putin influentate de diversi factori. Izoformele specifice acestor
locusuri au fost remarcate doar in variantele ,,Virus” si ,,1J00Gy+virus” a s. Galactic.
La plantele martor ale s. Unirea se disting izoformele Est | — Est 2, locusurile carora,
conform datelor din literatura sunt strans linkate si pentru care nu se inregistreaza re-
combiniri. In variantele experimentale se atestd doar componenta ESt2, ceea ce con-
firma efectul recombinogen al VMDO. Izoforma Est 5 a prezentat o variabilitate spori-
ta la toate trei genotipuri in conditii de patogeneza.

Inlantuirea locilor esterazei cu caractere agronomice importante, precum si inter-
relatiile dintre peroxidaza si rezistenta la boli si adaptabilitate, indica asupra
posibilitatii utilizarii acestor enzime 1n screening-ul genotipurilor cu diferite caractere
valoroase. In baza rezultatelor cu privire la impactul produs de VMDO la descendentii
plantelor infectate a fost elaborat un procedeu nou de obtinere a genotipurilor noi de
orz cu caractere de interes agronomic [3], esenta caruia rezida in inducerea diversitatii
genetice si selectarea formelor ce prezintd insusiri nespecifice soiului initial ale unor
asemenea caractere cantitative precum talia plantei, lungimea ultimului internod si a
spicului, numarul de spiculete dezvoltate, numarul de internoduri.
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6.3. Impactul virusului mozaicului conopidei in inducerea variabilitatii
somaclonale la plantele gazda

Pentru virusurile ce utilizeaza aparatul nuclear in reproducerea acidului nucleic
propriu, precum VMCo, prezinta interes studierea proliferarilor celulare in diferite sis-
teme citopatice.

Calusogeneza si capacitatea regenerativa a explantelor de varza sub influenta
VMCo. Prin cercetari morfologice s-a stabilit, ca VMCo induce la plantele gazda un spec-
tru variat de modificari, inclusiv malformatii, terate, tumori nervuriene sau radiculare. In
acest context, pentru evaluarea proliferarii in vitro au fost selectate tesuturi cu diferit grad
al malformatiilor n baza carora a fost optimizat procedeul de initiere si proliferare calusa-
la cu selectarea mediului nutritiv MS suplimentat cu BAP (0,5 mg/l), ANA (0,5 mg/l),
chinetina (0,01 mg/1), sucroza (2%), agar (0,7%), care a permis generarea calusului la a 7-
9-a zi dupa inoculare si obtinerea regenerantilor dupa 4-5 pasaje. Analiza calusogenezei
pentru sistemele citopatice formate din tesuturi ale mezofilului plantelor infectate a stabilit
un grad deosebit de proliferare celulara in vitro (Tabelul 6.2).

Tabelul 6.2. Influenta virusului mozaicului conopidei asupra capacititii de calusogenezi
a diferitelor zone citopatice la unele soiuri de varza

Genotip B. oleracea B. oleracea var. capitata
Varianta var. botrytis | s. Haricovscaia s. Podaroc
Martor | tesuturi sanatoase 55,6+6,6 62,5+5,7 46,3+7,7
tesuturi nemodificate 25,3£3,7%** 51,7+8,3* 30,1+1,9%
tesuturi malformate 51,449,1 71,4+6,8 80,0+£6,2%**
VMCo | tesuturi adiacente malformatii-| 16,744, 1%%* | 27 345 2%%* 25,443 2%**
lor

*; *** _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,001, respectiv.

Cel mai redus nivel, cu 45 — 70% comparativ cu martorul sanatos, a fost stabilit
pentru zonele adiacente malformatiilor. Frecventa calusogenezei in tesuturile malfor-
mate a fost aproximativ la nivelul valorii martorului sau mai ridicata, in dependenta de
genotip [8]. Cercetarile efectuate cu diferite tipuri de histopatosisteme a pus in evi-
denta influenta infectiei virale cu o putere de influentd de 35% asupra calusogenzei
comparativ cu 18% pentru regenerare. Variatia regenerarii in dependenta de genotip a
fost in jurul valorii de 50%.

Variabilitatea parametrilor biomorfologici ai somaclonelor de varza obtinute
din explante infectare cu VMCo. Somaclonele ,,Martor” si ,,Virus” au prezentat deo-
sebiri pentru 2 din 7 caractere analizate (lungimea tulpinitei si continutul substantelor
uscate). Astfel, plantulele regenerate din tesut infectat aveau o tulpina cu 45,59% mai
lunga fata de cele derivate din tesut sanatos si un confinut de substante uscate de peste
17-18% mai sporit. Totodata, in baza estimarilor individuale se atesta extinderea vari-
abilitatii generate in vitro, fiind descrisa o varianta pronuntata generata de VMCo, pu-
terea de influenta a parametrului constituind 50%. Aceste rezultate au fundamentat re-
perele procedeului de sporire a variabilitatii somaclonale la varza [1]. Conform inven-
tiei propuse, infectia virala eficientizeaza cultura in vitro a tesuturilor in vederea spori-
rii variatiilor somaclonale.
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CONCLUZII GENERALE
Cercetarile interdisciplinare ale patogenezei virale la plantele de cultura (tomate,
orz, varzd) au constatat manifestarea unor reactii diferentiate la nivel intracelular,
celular, tisular si de organism la genotipurile cu diferit grad de sensibilitate, ceea
elaborarii unor procedee de identificare a genotipurilor rezistente.
Modificdrile structurale ale componentelor celulelor sporogene, mezofilului si
calusale in conditiile de infectie virald se realizeaza printr-un sir de reorganizari
cu caracter specific (asociat replicarii si localizarii virionilor virali) si nespecific,
manifestat in baza principiilor restructurarilor tipice (intensificarii, compensarii,
extinderii i suplinirii functiilor) (cap. 3, [2]).
Virozele cauzate de virusurile aspermiei tomatelor, X al cartofului, mozaicului dun-
gat al orzului, mozaicului conopidei la plantele de cultura gazda sunt complementate
de modificari ale diviziunilor mitotice si meiotice, exprimate prin abateri ale proce-
sului de recombinare omoloaga, inducerea de anomalii cromozomale si cromatidice,
distributii neuniforme intre celulele fiice. Efectele induse asupra procesului de me-
10za sunt dependente de sistemul virus-planta, fiind determinate de genotipul gazdei
in proportie de cca 50%. Puterea de influenta a infectiei virale variaza intre 36 si
18% in functie de entitatea virusului (cap. 4, [13; 15; 17]).
Impactul infectiei virale asupra recombindrii meiotice (frecventa si spectrul cros-
sing-over-ului meiotic) si somatice (schimburile intre cromatidele surori) denota
capacitatea genotoxica a virusurilor aspermiei tomatelor, X al cartofului, mozai-
cului dungat al orzului exprimatd prin majorarea frecventei de schimburi croma-
tidice in celulele proliferative ale plantelor gazda (cap. 4, [17]; cap. 5, [4; 18]).
Evaluarea particularitatilor proliferarilor celulare a demonstrat reducerea procen-
tului de anomalii s1 majorarea frecventei conjugarii mitotice si meiotice la des-
cendentii obtinuti de la plantele infectate. Repercursiunile diviziunilor celulare
stabilite la descendentii liberi de germeni virali induc la aparitia de forme cu noi
combinatii alelice, ceea ce confirma posibilitatea utilizarii virusurilor in calitate
de factori recombinogeni (cap. 4, [13; 15]).
Studiul citologic al diviziunilor mitotice a demonstrat efectul mitodepresiv al viru-
sului mozaicului dungat al orzului asupra radiculelor de orz si inducerea de ano-
malii care au la baza dereglari ale fusului de diviziune, asa cum ar fi C-mitozele,
ceea ce exprima caracterul aneugen al agentului patogen (cap. 5, [17; 18]).
A fost demonstrata influenta virusului mozaicului dungat al orzului asupra expre-
siei genelor implicate in metabolismul antioxidant (APX si SOD) si proteinelor
asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10) la plantele gazda sensibile si descen-
dentii obtinuti in conditii de patogeneza virala (cap. 5, [19]).
Aplicarea morfometriei citoplasmatice a scos in evidentd modificari in directia majo-
rarii coraportului dintre cromatina condensata si decondensata, precum si a raportului
nucleo-plasmatic in celulele mezofilului plantelor de tomate infectate cu virusul as-
permiei tomatelor sau X al cartofului, celulele calusale derivate din diferite explante
ale genotipurilor de varza infectate cu virusul mozaicului conopidei. Reorganizarile
topologice si structurale ale constituentilor nucleari reflecta un efect de pozitie (Posi-
tion effect variegation) si o activitate transcriptionala diferentiata (cap. 5, [16]).
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11.

Variabilitatea atestata la somaclonele de varza, regenerate de la plante infectate cu
virusuri, dupd unii indici morfologici (latimea, lungimea frunzulitelor; raportul
latime/lungime a frunzulitelor; numarul de frunzulite; lungimea radacinii, tul-
pinitei) si biochimici (confinutul de substante uscate, proteine totale; activitatea pe-
roxidazei) a scos in evidenta extinderea diversitdfii, contributia procentuald a ca-
racterului analizat constituind peste 60%. Drept indici relevanti in evaluarea diver-
sitatii somaclonale generate de infectia virald pot fi utilizati lungimea tulpinitei si
continutul de substante uscate (cap. 6, [1]).

In baza analizei caracterelor morfofiziologice, biochimice in populatiile de toma-
te libere de virusuri descendente de la parinti infectati a fost stabilita extinderea
distributiei valorilor caracterelor cantitative, precum ar fi numarul total de fructe
per planta, masa unui fruct, numarul de seminte a unui fruct, numarul de chior-
chine cu fructe. Evaluarea coeficientului de variatie a caracterelor studiate a scos
in evidentd posibilitatea modificarii interdependentei dintre unele caractere
mostenite in linkage (cap. 6, [6; 14; 20]).

Investigatiile citogenetice ale proliferdrii celulare in conditiile de infectie virald
au demonstrat nsusirile mitogene si genotoxice ale agentilor virali dependente de
particularitatile sistemului genotip gazda-patogen. Modificarile induse de
fitovirusuri se realizeaza prin reactii de raspuns a plantelor la factorii exogeni de-
terminate genetic si epigenetic (cap. 6).

RECOMANDARI PRACTICE

In scopul extinderii variabilitatii genetice si obtinerii de forme cu caractere nes-
pecifice formelor initiale la tomate, orz de primavara se propune utilizarea pro-
cedeelor bazate pe infectarea gazdelor si selectarea genotipurilor cu Tmbinari ne-
tipice la descendentii plantelor infectate cu virusuri.

Activitatea polifenoloxidazei, gradul de inmagazinare al a-tomatinei se reco-
manda pentru aplicare in diferentierea reactiei genotipurilor de tomate la infec-
tiile virale.

Izoformele esterazelor specifice locilor Est | — Est 2 pot fi utilizate in aprecierea
efectelor recombinogene, Est 5 si spectrul polimorfic al hordeinelor — pentru es-
timarea polimorfismului biotipic indus de infectia virala la orzul de primavara.
Nivelul de expresie relativa a genei PR-5 se recomanda pentru utilizare in testa-
rea patogenitatii genotipurilor de orz la virusul mozaicului dungat al orzului.
Utilizarea in cultura in vitro a explantelor de mezofil cu origine citopatica virala
poate fi aplicatd in obtinerea de regeneranti cu un spectru mai larg de variatii
morfologice si a caracterelor cantitative fata de metoda traditionald de creare a
somaclonelor.

Rezultatele evaludrii compartimentarii celulare si tisulare, diviziunilor celulare,
relatiilor gazda-patogen constituie suport metodologic in asigurarea cursurilor
disciplinelor Biologia celulara, Histologie vegetala si lucrarilor practice Metode
citologice de examinare a celulelor si tesuturilor pentru studentii cilului I, Uni-
versitatea de Stat din Moldova.
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ADNOTARE
Andronic Larisa, ”Citogenetica procesului de patogeneza virala la plantele de cultura”
Teza de doctor habilitat in stiinte biologice. Chisiniu, 2020

Structura tezei: introducere, 6 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie (490 titluri), 8 ane-
xe, 209 pagini continut de baza, 45 tabele, 54 figuri. Rezultatele au fost publicate in 74 lucrari stiintifice.
Cuvinte cheie: citogenetica, plante de cultura, virusuri, recombinare meiotica, recombinare somatica, mar-
cheri proteici, microsporogeneza, patogeneza virala, ultrastructura, variabilitate genetica.

Domeniul de studiu: Genetica vegetala

Scopul cercetirilor: elucidarea impactului agentilor virali in inducerea variabilitatii genetice si stabilirea
efectelor citogenetice ale patogenezei virale la plantele de cultura in baza identificarii particularitatilor proli-
ferarilor mitotice si meiotice in sisteme compatibile gazda-patogen.

Obiectivele studiului: identificarea modificarilor induse de infectiile virale in sisteme celulare diferentiate si
in diviziune activa la plantele de culturd (orz, tomate, varzd) infectate cu virusuri ARN sau ADN; stabilirea
particularitatilor diviziunilor meiotice si mitotice in diverse sisteme gazda-patogen; evaluarea impactului
infectilor virale asupra procesului de recombinare meiotica si somatica in dependentd de particularitatile
sistemului gazda-patogen; determinarea specificului proceselor de diviziune celulara la descendentii obtinuti
in conditii de patogeneza virala; estimarea variabilitatii genetice la plantele infectate si descendentii acestora;
aprecierea genotoxicitatii agentilor virali la plantele gazda; identificarea mecanismelor implicate n procesul
de generare a variabilitatii genetice induse de infectiile virale; elaborarea procedeelor de inducere si apreci-
ere a variabilitatii genetice precum si de selectare a genotipurilor recombinante in baza aplicarii infectiei
virale.

Noutatea si originalitatea stiintifici: argumentarea conceptului privitor la efectele genetice produse de
infectiile virale la gazdele susceptibile, rezultate care confirma posibilitatea utilizarii fitovirusurilor in calita-
te de inductori ai variabilitatii, care prin modul lor de interactiune cu planta-gazda modifica structura interna,
reorienteaza procesele de transcriptie si translatie din celula, afectand procesele proliferative, expresia gene-
lor si variatia caracterelor. Doveditd posibilitatea aplicarii virusurilor, comparabil factorilor fizici (razelor
gama), in modificarea expresiei genelor, marirea spectrului de recombinatii si extinderea variabilitatii geneti-
ce, reconformari ce pot fi transmise la descendentii plantelor infectate.

Rezultate principial noi obtinute: Virozele cauzate de VAT, VXC, VMT, VMDO si VMCo conditioneaza
modificari macro- si microstructurale in celulele infectate (tesuturi asimilatoare, de protectie), precum si
lipsite de germeni virali (tesuturi arhesporale, meristematice), exprimand reactii specifice si stereotipice. La
nivelul tesuturilor compatibile procesului infectios (organe vegetative si reproductive) si necompatibile pen-
tru germenii virali (microspori) se expune sensibilitate celulara diferentiata. Demonstrat impactul virusurilor
in conjugarea cromozomilor, distribuirea materialului genetic intre celulele fiice, comparabil razelor gama;
stabilite efecte destabilizatoare ale microsporogenezei la genotipurile de tomate si orz infectate cu virusuri ce
conditioneaza sporirea asincronismului si accelerarea promovarii etapelor meiozei; stabilite insusirile geno-
toxice si mitogene ale virusurilor ARN la gazde si descendentii plantelor infectate ce includ modificari ale
recombindrii somatice; perturbarea diviziunilor mitotice, modificari ale expresiei genelor implicate in meta-
bolismul antioxidant (APX si SOD) si proteinelor asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10); dovedit efec-
tul nucleopatic exprimat prin reconformari ale cromatinei pentru virusul ADN.

Semnificatia teoretici: Raspunsul plantelor la infectiile virale la nivel ultrastructural se exprima prin reor-
ganizari cu caracter specific care pot servi criteriu pentru detectarea patogenului, si nespecific, manifestat in
baza principiilor restructurarilor tipice, ce reflectd patogenitatea agentului viral. Impactul virusurilor la gaz-
dele sensibile conditioneaza reactii care accentueaza asincronismul diviziunilor celulare, eterogenitatea mo-
dificarilor morfofunctionale si genetice. Stabilite abateri ale expresiei genelor implicate Tn metabolismul
antioxidant (APX si SOD), proteinelor asociate patogenezei, dependente de specificitatea patosistemelor,
care pot fi utilizate in identificarea genotipurilor cu diferita sensibilitate la agentul viral.

Valoarea aplicativa: Elaborate procedee de inducere a variabilitatii genetice la plantele de culturd (tomate,
orz, varzd) cu aplicarea infectiei virale ca factor recombinogen si apreciere a diversititii in baza marcherilor
proteici (hordeinelor), enzimatici (peroxidazelor, esterazelor), moleculari (PR-5).

Implementarea rezultatelor stiintifice: procedeele elaborate au fost aplicate in diversificarea spectrului de
forme ce imbind caractere cantitative agronomic valoroase si obtinerea soiurilor noi de tomate; rezultatele
stiintifice au servit ca suport metodologic pentru asigurarea cursurilor Biologia celulara, Histologie vegetald
si lucrarilor practice Metode citologice de examinare a celulelor si tesuturilor (ciclul Tsi 1), USM.
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ANNOTATION
Andronic Larisa, ""Cytogenetics of the viral pathogenesis in crop plants"
Thesis of doctor habilitatus in biological sciences. Chisinau, 2020

Thesis structure: The thesis consists of an introduction, 6 chapters, general conclusions and recommenda-
tions, a bibliography composed of 490 titles, 8 annexes, 209 pages of basic content, 45 tables, 54 figures. The
obtained results were published in 74 scientific papers.

Field of study: Plant Genetics

Key words: cytogenetics, crop plants, viruses, meiotic recombination, somatic recombination, protein mark-
ers, microsporogenesis, viral pathogenesis, ultrastructure, genetic variability.

The aim of the research: elucidation of the impact of viral agents as inducers of genetic variability and estab-
lishment of the cytogenetic effect of viral pathogenesis in crop plants based on the particularities of mitotic
and meiotic proliferations in host-pathogen compatible systems.

Objectives: identification of changes induced by viral infections in differentiated and actively dividing cell
systems in crop plants (barley, tomato, cabbage) infected with RNA or DNA viruses; establishment of the
particularities of meiotic and mitotic divisions in various host-pathogen systems; evaluation of the viral agents
impact on the process of meiotic and somatic recombination depending on the peculiarities of the host-
pathogen system; determination of the specificity of cell division processes in offspring obtained under condi-
tions of viral pathogenesis; estimation of genetic variability in infected plants and their progenies; assessment
of the genotoxicity of viral agents in host plants; identification of the mechanisms involved in the genetic vari-
ability induction; elaboration of procedures for induction, appreciation and selection of useful variability based
on the application of viral infection as a recombinogenic factor.

Scientific novelty and originality: the concept of genetic effect produced by viral infections in susceptible
hosts, that confirm the possibility of phytoviruses using as inducers of variability, conducting to the internal
structure, transcription and translation, affection of proliferative processes, gene expression, and traits varia-
tion was argued. The confirmation of the involvement of viruses, comparable to physical factors (gamma
rays), in changing genes expression, increasing of the recombination spectrum and expanding of genetic varia-
bility, reconformations that can be transmitted to the offspring of infected plants.

The main new results for science and practice: Pathogenesis caused by TAV, PXV, TMV, BSMV and
CaMV established macro- and microstructural changes in infected cells (assimilation and protective tissues),
as well as in free of viral germs (arhesporale and meristematic tissues), expressing specific and stereotypical
reactions. The cellular differentiated sensitivity was established at the compatible tissues level on vegetative
and reproductive organs and incompatible for viral particles (microspores). The impact of viruses on the
chromosomes conjugation, and the distribution of genetic material between daughter cells comparable to
gamma rays was demonstrated; destabilizing effect of microsporogenesis on virus-infected tomato and barley
were established, that condition increased asynchronism and acceleration of the meiosis promotion; estab-
lished the genotoxic and mitogenic effect of RNA viruses in hosts and offspring of infected plants that include
changes in somatic recombination, disruption of mitotic divisions, changes in the expression of genes involved
in antioxidant metabolism (APX and SOD) and pathogenesis-related proteins (PR-3, PR-5 and PR-10); the
nucleopathic effect was proved, expressed by chromatin reconformations for DNA virus.

The theoretical significance of the work: the response of plants to the viral infections on ultrastructural level
is expressed by specific reorganizations that can serve as a criterion for pathogen detection, and non-specific,
manifested based on the principles of typical transformations, reflecting the pathogenicity of the viral agent;
the viral infection on susceptible hosts causes a wide range of reactions that accentuate the cell divisions asyn-
chronism and heterogeneity of morpho-functional and genetic changes. Specific deviations of the expression
of genes involved in antioxidant metabolism (APX and SOD), pathogenesis-associated proteins (PR), depend-
ing on the pathosystems specificity can be used in identification of genotypes with different sensitivity to the
viral agent.

Applicative value: The procedures for inducing genetic variability in crop plants (tomato, barley, cabbage)
were elaborated, with the application of viral infection as recombinogenic factor and appreciation of diversity
based on protein (hordein), enzymatic (peroxidase, esterase) and molecular (PR-5) markers.

Implementation of scientific results: the elaborated procedures were applied in diversification of the spec-
trum of genotypes with agronomical valuable quantitative characters and new varieties of tomatoes obtaining;
the scientific results served as support for courses Cell Biology, Plant Histology and practical works Cytologi-
cal methods for cell and tissue evaluation (cycles I and 11), MSU.
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AHHOTALIUA
Anpaponuk Jlapuca, «lluTorenernka BUPyCHOI'0 NaTOreHe3a y KyJbTYPHBIX PacTeHHIi»
Juccepranms Ha COMCKaHNe YYEHOH cTeNeH! JOKTopa Onosornyeckux Hayk. Knmmnes, 2020

CTpyKTypa aMccepTalMu: BBEJCHHE, 6 TiaB, OOIIUE BBIBOABI W PEKOMEHJIAIIMHU, CIIMUCOK JHTeparypsl u3 490
HanMeHOBaHwui, 8 nprnoxenuit, 209 cTpaHuIl OCHOBHOTO TekcTa, 45 Tabmui, 54 pucynka. [lonydeHHbIe pe3yibTa-
ThI OITyOJINKOBAHEI B 74 Hay4HBIX padoTax.

ObaacTh ucciaenoBanus: [ eHeTHka pacTeHUH

KuioueBble ci10Ba: IUTOTEHETHKA PACTEHUH, BUPYCHI, MEMOTHYECKass M coMaThyeckas peKkoMOuHalus, OeJIKOBbIe
MapKepbl, MUKPOCIIOPOT'eHEe3, BUPYCHBIN MaTOreHe3, YIbTPacTPYKTypa, FfeHeTuYecKasi U3MEHYHBOCTb.

Henp uccaenoBaHusi: BHIBICHUE BIMAHNSA BUPYCHBIX ar€HTOB B KAU€CTBE UHYKTOPOB I'€HETUYECKON U3MEHUYUBO-
CTH; YCTAHOBJICHHE IUTOTCHETUYECKUX (P(PEKTOB y KyJIBTYPHBIX PACTEHHH HAa OCHOBE OCOOCHHOCTEH MUTOTHUE-
CKOM U MEHOTHYECKOH MposM(epaIii B COBMECTHMBIX CHCTEMAX XO3SMH-TIATOTCH.

3agayu: BeIIBICHUE M3MEHEHUH B AU ()EepeHIMPOBAHHBIX M AKTUBHO ICIIAMINXCS KICTOYHBIX CHCTEMaX Y Kyib-
TYpHBIX PAacTEHHUH (TYMEHb, TOMAT, Kamycra), 3apakeHHbIx PHK wmu JIHK Bupycamu; ycraHoBieHne ocoOeHHO-
CTel MEHOTHYECKUX U MUTOTUYECKHUX JIEIICHUH; OlleHKa BIIMSIHHUS BUPYCHBIX areéHTOB Ha MpPOIlecChl MEHOTHYECKOM
U COMAaTHYECKON PEeKOMOWHAINYU B 3aBUCHMOCTH OT OCOOCHHOCTEH CHCTEM XO3SHH-TIATOTCH; OINpEeIeICHNe CIeIH-
(UYHOCTH IPOIIECCOB KIETOYHOTO JAEIEHUS y OE3BHPYCHOTO ITOTOMCTBA, ITONYYEHHOTO B YCIOBHIX BHPYCHOTO
MaTOreHe3a; OIICHKAa TeHETUYEeCKON M3MEHUYMBOCTH Y 3apa)KCHHBIX PACTEeHHN U MOTOMCTBA MH(DUIIMPOBAHHBIX pac-
TEHU; OlleHKa TeHOTOKCUYHOCTH BUPYCHBIX areéHTOB U YCTAHOBIIEHUE MEXaHH3MOB MHIYIIUPOBAHUS I€HETHYECKON
U3MEHYNBOCTH Y PACTCHUI-X035€B; pa3padOTKa METOJOB YBEIHMUCHHS, OLIEHKH M 0TOOpa M3MEHYNBOCTH Ha OCHOBE
MIPUMEHEHUS BUPYCOB B KaUeCTBE PEKOMOWHAIIMOHHOTO (paKTopa.

Hayunasi HOBU3HA ¥ OPUTHMHAJIBHOCTH PadOTHI: ApTYMEHTHPOBAHA KOHLEIIIN TeHeTHYeCKUX 3((HEKTOB, BbI3bI-
BAaE€MBIX BUPYCHBIMHU areHTaMH y BOCIIPUUMYMBBIX X035€B, IOATBEPKAAIOLIasi BO3SMOXHOCTh UCIOJIb30BaHUS BUPY-
COB B KaueCTBE MHIYKTOPOB M3MEHYMBOCTH, U3MEHSAIOLINX BHYTPEHHIOIO CTPYKTYPY, TPAHCKPUIILIMIO M TPaHCIIsA-
LU0, SKCIIPECCUIO0 T€HOB M BAPHUPOBAHME KOJIUYECTBEHHBIX NMpU3HAKoB. [loaTBepkaeHa cpaBHUTeNnbHas 3¢ dek-
TUBHOCTH IIPUMEHEHHSI BUPYCOB M TaMMa-Tyueil B M3MEHEHHU SKCIPECCHU T'CHOB, YBEINICHUH CIIEKTPa PEKOMOHU-
HaIM{ ¥ pacIInpEeHNH U3MCHINBOCTH HACIEAYEMOH B IOTOMCTBE HH()UITMPOBAHHBIX PACTCHHU.

OcHoBHBIE Pe3yJabTaThl JJ1s1 HAyKu M npakTuku: [latorenes, sei3Bannbiii BAT, XBC, BTM, BILIMA u BMIIK,
MPUBOIUT K CTPYKTYPHBIM M3MEHCHHSM B HHOHUIIMPOBAHHBIX KIETKaX (ACCUMIIIIMOHHBIX, IIOKPOBHBIX TKaHEH), a
TaK)Xe B CBOOOJHBIX OT BUPYCHBIX YACTHII (APXECIIOPHABHBIX M MEPUCTEMATHYECKUX TKAHSIX), BBI3bIBAsI CIICLU(HU-
YecKHe U CTePEOTHIIHbIE peakiini. Ha ypoBHE TkaHel COBMECTHUMBIX HH()EKIIMOHHOMY MPOIECCY HA BETETaTUBHBIX
U PENPOAYKTUBHBIX OPTaHaX M HECOBMECTHMBIX C BUPYCHBIMH areHTamu (MHUKpOCIIOpax) yCTaHOBIEeHa nTuddepeH-
LUpOBaHHas KJIETOYHAas YyBCTBUTEJIBHOCTh. [IpOIeMOHCTPHPOBAHO BIMSHUE BUPYCOB Ha KOHBIOTAIIMIO XPOMOCOM,
pacnpeneneHre reHeTHYECKOro MaTepralia MeXy JOUYEPHUMH KIETKaMH; YCTAHOBJICHO JeCTaOMIM3UPYIOIIEe BIIH-
SIHUE€ HAa MHUKPOCTIOPOT€HE3 V MH(HIMPOBAHHBIX TEHOTHUIIOB TOMATOB M SUMEHS, YTO OOYCIIOBJIMBACT YCHJICHHE
ACHHXPOHU3MA U YCKOPEHHUE NPOTEKaHUs MEHOTHYECKUX CTaHif; YCTaHOBJIEHBl T€HOTOKCUYECKHE U MUTOTECHHbBIE
s ekt PHK-BupycoB y X035€B 1 HIOTOMCTB HH(MUIMPOBAHHBIX PACTCHHUH, BKIIOYAIOIINE YBEINICHIE COMATHUC-
CKOMl pPEeKOMOWHAIIMW; HApYIICHUS MUTOTHYECKOTO JENCHHs, U3MEHEHUs JKCIPECCHH T'€HOB aHTHOKCHIAHTHOTO
MetabommMa (APX u SOD) u 6enkoB cBs3anHbIX ¢ matorene3oM (PR-3, PR-5 u PR-10); noka3an Hykieomartmye-
ckuit a3pdexT JJHK Bupyca, BeIpakeHHBIH peKOHPOpMAIUIMU XPOMATHHA.

Teoperuueckasi 3HAYMMOCTb PadOTHI: PEaKlMs PACTEHU Ha BHUPYCHbIe HMH(MEKIWH Ha YJIbTPACTPYKTYPHOM
YPOBHE BBIPAXKAETCS CIEIU(DUISCKAME PEOPraHU3ANUIME, KOTOPhIE MOTYT CIY>KUTh KPUTEPHEM HICHTU(DUKAIIUH
BO30yIUTENS, ¥ HECTICHU(PIISCKIMHI, OCHOBAHHBIC HA MPHUHIUIIAX THUITHYHBIX MPeoOpa3oBaHUl, OTPaKAIOIIUE Ma-
TOTEHHOCTh areHTa; MPOAEMOHCTPHPOBAHO BIHSHHE BUPYCOB Y BOCHIPHUIMYHBEIX X035€B, 00YCIOBIUBAIOLIEE IIH-
POKHIf CIIEKTp peopraHU3annii, BKIIOYAIOMINN aCHHXPOHHOE JEJICHHE KIETOK U TeTepOreHHOCTh MOP(OhYHKIHO-
HAJIBHBIX M TEHETHYECKUX M3MEHCHUH. Y CTaHOBICHBI CHENU(UUSCKIEC M3MEHCHHS YKCIPECCHU I'CHOB aHTHOKCH-
naaTHOTrO MeTabonmusma (APX u SOD), PR GenkoB, B 3aBHCUMOCTH OT MATOCUCTEM, ITPUMEHSIEMbIC JUIA UICHTU(DU-
KalluU TEHOTHUIIOB € Pa3JIM4YHON YyBCTBUTEIBHOCTBIO K BUPYCY.

Mpuknagnas 3HaYEMOCTH: Pa3paboTaHHBIE METOIBI YBEIUUCHHS TEHETUIECKON H3MEHYUBOCTH Y CEIBCKOXO03sH-
CTBCHHBIX KYIBTYp (TOMAThI, TIMEHb, KaIycTa) ¢ IPUMEHEHHEM BHPYCHON MH(QEKIMN B KAa4eCTBE PEKOMOMHAITH-
OHHOTO (PaKTOpa M OIIEHKA Pa3HOOOPa3Wsi HA OCHOBE 3allaCHBIX OEJKOB (TOp/AEHHA), ¥ YH3UMATHYECKUX (IIePOKCH-
J1a3bl, acTepasbl) U MoeKysipHbIX (PR-5) Mapkepos.

BHeapenne Hay4YHBIX Pe3yJILTATOB: pa3pabOTaHHBIC METOABI OBUTH MPUMEHEHBI TS YBEIHUYCHHS Pa3HOOOpa3Hs
TEHOTHIIOB, COUETAIOIIUX P/l XO34HCTBEHHO-1ICHHBIX IPU3HAKOB U IOJYYEHUs HOBBIX COpTOB ToMaToB. HayuHble
Pe3yNbTaThl MOCTYKIWIA METOIMYECKUM ITocodueM 1iist KypcoB «Kietounast 6uonmorus», «['HCTONOTHS pacTCHHUI
U TIPakTUYeCcKuX paboT «LluTosornyeckre MeTo bl OLIEHKH KIETOK U TKaHei», MI'Y.
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