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ADNOTARE
Andronic Larisa, ”Citogenetica procesului de patogeneza virala la plantele de cultura”
Teza de doctor habilitat in stiinte biologice. Chisinau, 2020
Structura tezei: introducere, 6 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie (490 titluri), 8 anexe,
209 pagini continut de baza, 45 tabele, 54 figuri. Rezultatele au fost publicate in 74 lucrari stiintifice.
Cuvinte cheie: citogenetica, plante de culturd, virusuri, recombinare meioticd, recombinare somatica,
marcheri proteici, microsporogeneza, patogeneza virald, 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 culturd in baza identificarii particularitatilor
proliferdrilor 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, varza) infectate cu virusuri ARN sau ADN; stabilirea
particularitatilor diviziunilor meiotice si mitotice in diverse sisteme gazdd-patogen; evaluarea impactului
infectilor virale asupra procesului de recombinare meioticd si somatica in dependentd de particularitatile
sistemului gazda-patogen; determinarea specificului proceselor de diviziune celulara la descendentii obtinuti in
conditii de patogenezad virald; estimarea variabilitatii genetice la plantele infectate si descendentii acestora;
aprecierea genotoxicitatii agentilor virali la plantele gazda; identificarea mecanismelor implicate in procesul
de generare a variabilitatii genetice induse de infectiile virale; elaborarea procedeelor de inducere si apreciere
a variabilitatii genetice, precum si de selectare a genotipurilor recombinante in baza aplicarii infectiei virale.
Noutatea si originalitatea stiintificd: argumentarea conceptului privitor la efectele genetice produse de
infectiile virale la gazdele susceptibile, rezultate care confirma posibilitatea utilizarii fitovirusurilor 1n calitate
de inductori ai variabilitatii, care prin modul lor de interactiune cu planta-gazda modificd structura interna,
reorienteaza procesele de transcriptie si translatie din celuld, afectand procesele proliferative, expresia genelor
si variatia caracterelor. Doveditd posibilitatea aplicarii virusurilor, comparabil factorilor fizici (razelor gama),
in modificarea expresiei genelor, marirea spectrului de recombinatii §i extinderea variabilitatii genetice,
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 pentru
germenii virali (microspori) se expune sensibilitate celulara diferentiatd. 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
conditioneazd sporirea asincronismului si accelerarea promovdrii etapelor meiozei; stabilite insusirile
genotoxice 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
metabolismul antioxidant (APX si SOD) si proteinelor asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10); dovedit
efectul nucleopatic exprimat prin reconformari ale cromatinei pentru virusul ADN.
Semnificatia teoreticd: Raspunsul plantelor la infectiile virale la nivel ultrastructural se exprima prin
reorganizari 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
gazdele sensibile conditioneaza reactii care accentueaza asincronismul diviziunilor celulare, eterogenitatea
modificarilor morfofunctionale si genetice. Stabilite abateri ale expresiei genelor implicate in 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 diversitétii in baza marcherilor
proteici (hordeinelor), enzimatici (peroxidazelor, esterazelor), moleculari (PR-5).
Implementarea rezultatelor stiintifice: procedeecle elaborate au fost aplicate in diversificarea spectrului de
forme ce imbinad caractere cantitative agronomic valoroase si obtinerea soiurilor noi de tomate; rezultatele
stiintifice au servit ca suport metodologic pentru asigurarea cursurilor Biologia celulard, Histologie vegetald si
lucrarilor practice Metode citologice de examinare a celulelor si tesuturilor (ciclul 1 si IT), 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
recommendations, 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
markers, microsporogenesis, viral pathogenesis, ultrastructure, genetic variability.
The aim of the research: elucidation of the impact of viral agents as inducers of genetic variability and
establishment 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 particularities of the
host-pathogen system; determination of the specificity of cell division processes in offspring obtained under
conditions 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 variability 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
variation 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 variability, 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
CaMYV 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;
established the genotoxic and mitogenic effect of RNA viruses in hosts and offspring of infected plants that
include changes in the 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 viral infections on ultrastructural level is
expressed by specific reorganizations, which can serve as a criterion for the pathogen detection, and non-
specific, manifested based on the principles of typical transformations, reflecting the pathogenicity of the
viral agent; the impact of viral infections on susceptible hosts conditions a wide range of reactions that
accentuate the cell divisions asynchronism 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), depending 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
spectrum of genotypes with agronomical valuable quantitative characters and obtaining new varieties of
tomatoes; the scientific results served as support for courses Cell Biology, Plant Histology and practical
works Cytological methods for cell and tissue evaluation (cycles I and 1I), MSU.
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AHHOTAIUA
Anaponuk Jlapuca, «[luToreHeTuKka BUPYCHOI'0 IATOr€He3a Y KyJbTYPHbIX PacTeHU I
Juccepranms Ha COMCKAHNeE YYEHOH CTelleH! 0KTopa Ouojiornyeckux Hayk. Kummnes, 2020
CTpykTypa AuccepTranuu: BBeJCHHE, 6 IIaB, OOIIME BBIBOJBI U PEKOMEHMAINH, CIIUCOK JUTeparypsl u3 490
HauMEHOBaHUM, 8 npuioxkeHudt, 209 cTpaHUll OCHOBHOTO TekcTa, 45 Tabmun, 54 pucyska. IlomydeHHble
pe3yabTaThl ONyOJIMKOBAHBI B 74 Hay4HBIX paboTax. OfaacTh uccaenoBanus: [ eHeTHKa pacTeHUH
KawudeBble c10Ba: IUTOTCHETHKA PACTCHUN, BUPYCHI, MEHOTHYECKAsT U COMATUIECKash peKOMOUHAITS, OSIKOBBIC
MapKepbl, MUKPOCTIOPOT€HE3, BUPYCHBIN MaToreHe3, YIbTPACTPYKTypa, TeHeTH4YeCKas N3MEHYUBOCTD.
Ienp wucciaenoBanus: BbIIBICHWE BIUSHUS BHUPYCHBIX areHTOB B KaueCTBE HHAYKTOPOB TI'€HETHUYECKOU
W3MEHYMBOCTH; YCTaHOBJICHHE ITUTOTEHETHIECKUX 3(P(EKTOB y KYNbTYpPHBIX pacTeHHH Ha OCHOBE OCOOEHHOCTEH
MUTOTHUYECKOHN 1 MeHOTHYeCKOH mponudepany B COBMECTUMBIX CUCTEMaX XO3SIMH-TIATOTEH.
3agauu: BbUIBIICHHE W3MEHEHUH B IU(QEpeHIMPOBAHHBIX M AKTUBHO NEIAIMINAXCS KIETOYHBIX CHCTEMax y
KYJIbTYpHBIX pacTeHWH (SYMEeHb, ToMmaT, Kamycra), 3apakeHHpix PHK wmm JIHK Bupycamwu; ycraHoBiieHue
0COOCHHOCTEH MEWOTHYECKMX M MUTOTHYECKUX JEJICHHI; OLIEHKa BIIMSHUS BUPYCHBIX areHTOB Ha MPOLECCHI
MEHOTHYECKOH W COMAaTHUYECKOH pPEKOMOWHAIIMM B 3aBHCHMOCTH OT OCOOCHHOCTEW CHCTEM XO3SWH-TIATOTEH;
OTIpeNIeNICHHE CIICITM(MUIHOCTH IPOLECCOB KIECTOYHOTO NeNeHus Y Oe3BUPYCHOTO ITOTOMCTBA, MOJIYYECHHOTO B
YCIIOBUSIX BHPYCHOTO TAaTOT€HE3a; OIIEHKA MeHEeTHYeCKOW M3MEHYHMBOCTH Y 3apaKCHHBIX PACTEHHHA M MOTOMCTBA
WHQUIMPOBAHHBIX PACTCHUH; OIleHKAa T'€HOTOKCHUYHOCTH BHUPYCHBIX areHTOB M YCTAHOBIIEHHE MEXaHHU3MOB
WHIYIUPOBAHUS TEHETUIECKONH M3MEHUNBOCTH Y PaCTEHHU-X035€B; pa3paboTKa METOIOB YBEIHMUCHHUS, OLICHKHA 1
0TOOpa reHeTUYeCKOH U3MEHUYMBOCTH Ha OCHOBE MPUMEHEHHUSI BUPYCOB B Ka4eCTBE PEKOMOMHAILIMOHHOTO (hakTopa.
Hayuynasi HOBHM3HA M OPUI'MHAJIBHOCTH PaldOTHI: apryMEHTHUpPOBaHA KOHIEMNIHsA TeHeTHdeckux 3(hdextos,
BBI3bIBAEMbIX BUPYCHBIMHU areHTaMH y BOCIIPUUMYMBBIX X0351€B, IIOATBEPKIAIOIIas BO3MOXKHOCTD HCIIOIb30BaHUS
BUPYCOB B KayeCTBE HHIYKTOPOB H3MEHUMBOCTH, MU3MEHSIOIIMX BHYTPEHHIOI CTPYKTYpPY, TPAHCKPUIILUIO M
TPAHCIAIMIO, SKCIIPECCHUI0 TeHOB W BapbUPOBAaHWE KOJIMYECTBEHHBIX MpHU3HAKOB. [loATBepKaeHA CpaBHUTEIbHAS
3 PEKTUBHOCTh MIPUMEHEHUSI BHPYCOB M TaMMa-Tydeil B W3MEHEHUH SKCIPECCHHU T'€HOB, YBEIWYCHUH CIEKTpa
peKOMOMHANNH U paCIIUPEeHNH H3MEHYNBOCTH HACIIETyeMOU B IIOTOMCTBE HH(PHUIINPOBAHHBIX PACTCHUH.
OcHoBHBIE pPe3yabTaThl VI HAYKU U npakTuku: [latorenes, Bei3Banubii BAT, XBC, BTM, BILIM A u BMIIK,
MPUBOINUT K CTPYKTYPHBIM U3MEHEHUSIM B MHPHUIINPOBAHHBIX KIETKAX (ACCHMIJISIIMOHHBIX, TOKPOBHEBIX TKaHEH), a
TaKkke B CBOOONHBIX OT BHPYCHBIX YACTHUI] (apXECIOPHATIbHBIX W MEPHUCTEMATHIECKUX TKAHIX), BEBI3BIBAS
cnenu¢puUecKe U CTepeoTHNHBIe peakiuu. Ha ypoBHe TKaHEl COBMECTUMBIX HMH(EKIIMOHHOMY IpoIleccy Ha
BCICTATUBHBIX W PCHOPOAYKTHBHBIX OpraHax W HCCOBMECTHMBIX C BUPYCHBIMU ar€HTaMU (MI/IKpOCHOan)
ycTaHOBJIEeHa TU(QepeHIINpOBaHHAs KICTOUYHAsS TyBCTBUTEIHHOCTD. [IpOAeMOHCTPHPOBAHO BIMSHIE BUPYCOB Ha
KOHBIOTAIIUIO XPOMOCOM, paclpe/ie]IeHne TeHeTUYECKOT0 MaTepraina MeXIy JOUYEPHUMHU KIETKaMU; YCTAaHOBJICHO
JIeCTa0MIIM3HUpYIOlee BIMSHUE HA MHUKPOCIIOPOTeHe3 y MH(UIIMPOBAHHBIX T€HOTHIIOB TOMATOB M SYMEHS, YTO
00yCIIOBIMBAECT YCHJICHHE ACHHXPOHU3MAa M YCKOPCHHE MPOTEKaHMs MEHOTHYECKUX CTaIuil; YCTaHOBIICHBI
TeHOTOKCHYEeCKHe M MuTOreHHbIe 3¢ Qextsi PHK-BHpYcOB y X035€B ¥ MOTOMCTB MH()HUIIMPOBAHHBIX PACTECHHA,
BKJIIOYArOMIUEe YBCINYCHHUC COMAaTHYECKOM peKOMGI/IHaL[I/II/I; HapyImeHust MUTOTHYCCKOTO [JCJICHUSA, N3MCHCHHUA
IKCIPECCHU T€HOB aHTHOKCHIaHTHoro Merabomu3ma (APX u SOD) u 6enkoB cBsi3aHHBIX ¢ matoreHe3oM (PR-3,
PR-5 u PR-10); nokazan nykieonatuueckuii a¢dext JIHK Bupyca, BeIpakeHHBIH peKOH(OOPMAITUIMHE XpOMaTHHA.
Teoperuueckasi 3HAYUMOCTb PadOTHI: peakiysi PacTeHWd Ha BUPYCHbIE MH(DEKIHUH HA YIbTPACTPYKTYPHOM
YPOBHE BEIPAKACTCS CHEHUPHUSCKIMA PEOPTaHU3AIMSIMIE, KOTOPEIE MOTYT CIIY)KUTh KPUTEPUEM HICHTU(PHKALIIH
BO30yIUTENSI, U HEeCHeNU(HUSCKIMU, OCHOBAaHHBIC Ha TNPHHIUIIAX THINYHBIX MPeoOpa3OBaHUMA, OTPaXKaroIlie
MaTOIrCHHOCTb arcHTa, NpOACMOHCTPHUPOBAHO BJIIMSIHUEC BUPYCOB Y BOCIHPUHUMYHMBBIX XO3s5CB, 06y0HOBHI/IBaI'OHIee
NIMPOKUIA  CHEKTp peopraHu3alii, BKJIIOYAIONINA aCHHXPOHHOE JIelieHHEe KJIETOK M TeTepOTreHHOCTh
MOP(POPYHKITMOHATBHBIX U TeHETHYECKAX HM3MEHCHUH. YCTaHOBICHHI CICIM(DUICCKUEC H3MEHEHHS DKCIIPECCUH
TeHOB aHTHOKcHAaHTHoro wmeraboimm3ma (APX u SOD), PR OenkoB, B 3aBUCHMOCTH OT TaTOCHCTEM,
MIPUMCHSCMBIC JIA I/UIGHTI/I(bI/IKaLH/H/I TE€HOTHIIOB C paanquf/'I YYBCTBUTCIIBHOCTBIO K BUPYCY.
Mpuknagnas 3HaYuMoOcTh: Pa3paboTaHHBIE METOIBl YBENUYCHHS TEHETUYECKOW HM3MEHYHUBOCTH Y
CEITbCKOXO3HCTBEHHBIX KYIBTYp (TOMATHI, SMMEHb, KaIlycTa) ¢ IPUMECHEHHEM BUPYCHOU MH(EKINU B Ka4eCTBE
pexkoMOMHAIIMOHHOTO (aKkTopa M OIEHKa pa3HOoOOpa3us Ha OCHOBE 3alacHBIX OCNKOB (ropjaeuHa), |
SH3UMAaTHUYECKuX (IepoKCcHUIa3bl, acTepasbl) U MoseKynsapHbix (PR-5) mapkepos.
Bueapenne HayqHBIX Pe3yJILTATOB: pa3pa0OTaHHBIC METOMBI OBLIM IPUMEHECHEI JJIsI YBEIHUYCHUST Pa3HOOOpa3Hs
TFCHOTHIIOB, COYECTAIOIIUX PSAJT XO3HI710TBCHHO—HCHHBIX MPU3HAKOB U IOJYYCHUSI HOBBIX COPTOB TOMATOB. HaquLIe
PE3YIBTATHI MOCTYXHIIN METOAMYECKIM TocodoreM miist KypcoB «Kierounast Ouonorus», «['HCToNorus pacTeHuin»
Y TIPaKTHYECKHUX paboT «LluToiornyeckre MeTo bl OLIEHKH KIETOK ¥ TKaHekh» (muki [ u I1), MI'Y.
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LISTA ABREVIERILOR

APX - ascorbat peroxidaza (ascorbate peroxidase, APX)

ARNdc — ARN dublu catenar (double-stranded RNA, dsRNA)

ARNi — ARN de interferenta (RNA interference, iRNA)

ARNSsi — ARN mici de interferenta (shot interfering RNA, siRNA)

CMP - celula mama polinica (pollen mother cell, PMC)

PA — Proteina capsidei sau proteina de acoperire (capsid protein, CP)

PD — Proteina de deplasare (movement protein, MP)

POX — peroxidaza (peroxidase, POX)

PPO - polifenoloxidaza (polyphenol oxidase, PPO)

PR — proteine asociate patogenezei (pathogenesis-related proteins, PR)
RE — rezistentd extrema (extrem resistance, ER)

RH - raspuns hipersensibil (hypersensitive response, HR)

RII — raspunsul de imunitate indusa (plant triggered immunity, PTI)

RNG - rezistentda non-gazda (non-host resistance, NHR)

RSD — rezistenta sistemica dobandita (systemic acquired resistance, SAR)
SCS — schimburi intre cromatidele surori (sister chromatid exchange, SCE)
SOD - superoxide dismutaza (superoxide dismutase, SOD)

SPU - sistemul proteasomic ubicuitar (ubiquitin proteasome system, UPS)
SRO - specii reactive de oxygen (reactive oxygen species, ROS)

VAT — virusul aspemiei tomatelor (tomato aspermy virus, TAV)

VMCo — virusul mozaicului conopidei (cauliflower mosaic virus, CaMV)
VMDO - virusul mozaicului dungat al orzului (barley stripe mosaic virus, BSMV)
VMT - virusul mozaicului tutunului (tobacco mosaic virus, TMV)

VXC — virusul X al cartofului (potato virus X, PVX)

VYC — virusul Y al cartofului (potato virus Y, PVY)
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Cerintele actuale expuse fatd de obiectivele de
dezvoltare a economiei nagionale a Republicii Moldova impun intreprinderea anumitor schimbari
esentiale in tehnologiile de ameliorare a plantelor bazate pe abordari, care sd permitd sporirea
considerabild a recoltelor in baza elaborarii procedeelor si biotehnologiilor pentru asigurarea crearii
directionate a soiurilor si formelor de plante cu productivitate 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 cai de manipulare a materialului ereditar,
astfel ca si raspunda sarcinilor biologiei aplicate. In aceastd directie se inscriu lucririle consacrate
cercetarilor ce au drept scop extinderea variabilitatii genetice si obtinerea formelor cu combinatii de
gene valoroase. [27].

Programele de ameliorare orientate pe crearea de soiuri performante necesita atragerea de noi
surse de germoplasma, obtinute prin inducerea unei diversitati cat mai mari. Totodata, in realizarea
acestor deziderate existd mai multe bariere cum ar fi: distribuirea co-orientatd a schimburilor
cromatidice, limitarea recombindrii datoritd interferentei alelelor, recesivitatea genelor ce
controleazd recombinarea [279]. Traditional In ameliorare, in calitate de procedee de obtinere si
majorare a variabilitatii, se aplica hibridarea sau mutageneza experimentala. In calitate de inductori
ce pot depasi aceste bariere, complementar culturilor in vitro [16], conform rezultatelor cercetarilor
noastre sunt folosite virusurile fitopatogene [11; 15; 45], sau imbinarea factorilor mutageni [ 140].

Virusurile reprezintd cel mai important grup de patogeni cu impact negativ asupra plantelor
de culturd, cauzand reduceri majore ale recoltei cu afectarea semnificativa a calitdtii productiei.

In dependentd de reactia fatd de virusuri, plantele pot prezenta rezistentd sau sensibilitate
(tolerantd, susceptibilitate). Pentru majoritatea culturilor este dificil de a identifica genele de
rezistentd din motivul specificitatii Tnalte catre fiecare tulpina virala, caracterul oligo- sau poligenic
al mostenirii, precum si recesivitatea multora dintre acestea. Specificitatea reactiei plantei este
determinatd de cooperarea factorilor necesari pentru replicarea si distribuirea virionilor cu factorii
defensivi ai plantei gazda. Complexitatea procesului de patogenitate demonstreaza ca procesele
metabolice de aparare impotriva infectiilor virale sunt majore si diverse ca forma.

In pofida progreselor realizate in cunoasterea bazelor moleculare ale patogenezei virale,

existd multi determinanti de patogenitate pentru care indicii cu privire la mecanismul lor de actiune
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sunt incd neelucidati. Studiile ce pot contribui la evaluarea situatiei, impun necesitatea extinderii
numadrului 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 infecteze plantele [198].
Impactul economic negativ provocat de viroze variaza intre 10-80%, iar uneori poate atinge pana la
100%. Pentru unele culturi pagubele pot fi atit de majore, incat este pusd in pericol mentinerea
soiului, liniei sau chiar a speciei. Fitovirusurile sunt responsabile nu doar de pierderile cantitative, ci
si de compromiterea Insusirilor calitative. Infectiile virale genereaza la plantele infectate un sir de
simptome conditionate de mai multe elemente, principalele dintre care sunt reactia stabilitd intre
genotipul gazdei si a virusului (susceptibilitate, tolerantd, rezistentd), factorii de mediu. Fiind
paraziti obligatori, virusurile sunt in deplind dependentd plasticd si energeticd de celulele vii
infectate. Este cunoscut faptul, ca doar patrunderea particulelor virale prezintd semnale care induc
reactii de raspuns ce au la bazd un sir de procese metabolice [331]. Multiplicarea si distribuirea
agentului patogen prin organele plantei genereaza diverse reorganizdri structurale exteriorizate
macroscopic prin simptome secundare, iar relatiile trofice Intre patogen si celuld pot fi limitate la
nivelul unor tesuturi (cum sunt infectiile floemice) sau se pot extinde prin Intreg organismul
(infectiile sistemice).

Ca urmare a conexiunilor dintre virusuri si componentele celulare se produc modificari in
biosinteza compusilor organici, respiratie, fotosinteza, sinteza hormonilor si compusilor de
semnalizare [106]. Totodata se inregistreaza si modificari specifice generate de infectiile virale. Este
demonstrat, ca acidul nucleic viral cauzeaza stabilirea reactiilor specifice prin generarea sintezei
unor molecule cum sunt ARNdc, ARNsi, ARNi [331].

Fitovirusurile, drept patogeni moleculari [229], sunt considerati paraziti la nivel genetic.
Replicarea acidului nucleic viral §i a componentilor virali este realizatd prin cooperarea genomului
viral si al plantei gazda, care in majoritatea cazurilor este asociatd cu procesele de inhibare a
expresiei genelor proprii ale gazdei, blocarea transportului nucleo-plasmatic, sintezei proteinelor
proprii ale celulei gazda, precum si perturbarea transportului vezicular intracelular. Totodatd este
stabilit, cd reorganizarile structurale si functionale cuprind nu doar celulele infectate, dar si cele

invecinate si lipsite de germenti virali.
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Conform datelor din literatura de specialitate, interactiunile factorilor patogeni si celulari pot
provoca instabilitatea genomului si rearanjamente structurale ale ADN-ului organismului gazda
[281; 308], paramutatii [71], perturbari ale recombinarii intre cromozomii omologi [240; 272; 306],
modificari ale expresiei genelor [235].

Studiile recente indicd ca interactiunile dintre plante si agentii patogeni se bazeaza pe
mecanisme epigenetice [113; 222; 345], iar infectarea unei gazde sensibile cu un virus compatibil
rezultd cu activarea semnalelor cum ar fi inducerea ARNSsi [73]. Aceste semnale se extind sistemic
de la locul de infectare spre tesuturile neinfectate, inclusiv tesuturile organelor generative. Infectarea
este insotitd de hipo- sau hipermetilarea genelor specifice, modificari de naturd epigenetica ce pot fi
transmise descendentilor. La baza acestor perturbari stau efecte genetice (mutatii punctiforme si
recombinarea genicd) care conduc la formarea de noi combinatii alelice, ce ulterior pot fi mostenite.
Ca rezultat al mutatiilor sau epimutatiilor, gametii formati si indivizii rezultati detin noi combinatii
alelice.

Se considera, ca virusurile sunt capabile sd infecteze celulele care se divid activ, iar in
situatia in care acest lucru nu se produce, virusurile dezvoltda mecanisme pentru modificarea ciclului
celular al gazdelor. Este stabilit, cd proteinele Rep ale geminivirusurilor interactioneaza cu proteina
pRBR (cunoscuta ca proteind asociata retinoblastomului), care este implicatd in reglarea negativa a
ciclului celular [132]. Lukens L. si Zhan S. [274] concluzioneaza, ca factorii ce produc modificari in
reproducerea celulara pot induce o variabilitate geneticd si, respectiv afecta spectrul urmatoarelor
generatii. Pe exemplul baculovirusurilor este demonstrat rolul patogenilor microbieni In dinamica
populatiilor gazdelor [417].

Privitor la influenta infectiilor virale asupra proceselor proliferative, in literatura de
specialitate informatiile sunt limitate. Conform unor autori, virusul mozaicului dungat al orzului
cauzeaza la porumb activarea elementelor transpozabile, precum si mutatii la descendentii
neinfectati [308]. Autorii sugereaza ideea, cd inducerea de catre virusul piticirii rugoase a
porumbului a unui efect mostenit poate fi rezultatul influentei infectiei virale asupra stabilitaii
genomului gazdei. Se considera, ca acest rezultat ar putea fi generat i de catre raspunsul sistemic al
plantei fatd de patogen. Molinier et al. [306] si Takeda, Paszkowski, [398] explica modificarile
induse de factorii de stres printr-un mecanism conform caruia plantele raspund la factorii exogeni

prin reactii genetice si epigenetice.
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Avand drept reper efectele genetice, au fost fundamentate studiile ce tin de utilizarea
fitovirusurilor in calitate de inductori ai variabilitatii genetice la plantele de culturd. Aceasta
strategie de sporire a frecventei si spectrului de recombinanti meritd o atentie deosebitd deoarece
asigura antrenarea in procesul de ameliorare a unor noi surse de rezistenta fata de factori de mediu si
contribuie la sporirea eficientei selectiei genotipurilor valoroase in baza productivitatii si calitatii.

Orice infectie virala este complementata de reactii nespecifice si specifice, acestea din urma
reflectdnd polivalenta maladiilor virale si necesitatea studiului individualizat al patosistemelor.
Raéspunsurile plantelor se bazeazd pe capacitatea de a recunoaste stresul indus de infectia virald si
cele asociate cu producerea semnalelor care pot activa reactii specifice in celulele infectate si
tesuturile indepartate.

Interesul pentru anumiti patogeni este determinat nu doar de efectul pagubitor asupra
culturilor, dar si de multiplele efecte provocate. Conform datelor din literaturd virusul mozaicului
tutunului, virusul mozaicului castravetilor (membru al aceleiasi clase cu virusul aspermiei
tomatelor), virusul X al cartofului, virusul mozaicului conopidei, virusurile orzului sunt in topul
primilor 10 patogeni dupa impactul molecular cauzat [369]. In acest context, in calitate de gazde
susceptibile (care dezvoltd infectii productive) prezintd interes genotipurile de tomate, orz de
primdvard, speciile de crucifere (varzd), precum si virusurile cu impact economic — virusul
mozaicului tutunului (VMT), virusul aspermiei tomatelor (VAT), virusul X al cartofului (VXC),
virusul mozaicului dungat al orzului (VMDO), virusul mozaicului conopidei (VMCo), deosebite
prin acidul nucleic detinut (ARN sau ADN), strategiile de replicare, precum si morfologia
particulelor virale (liniare, sferice sau filamentoase).

Pentru intelegerea mecanismului de interactiune gazda-patogen, este importantd cunoasterea
bazei genetico-moleculare a rezistentei si elementelor reactiilor de raspuns (gene, familii de gene,
marcherilor moleculari) in vederea descrierii genotipurilor de interes in programe de ameliorare
[20].

Cercetarile cu privire la identificarea si dezvoltarea conceptelor patogenezei virale dovedesc
complexitatea acestui proces. Este de remarcat faptul ca studiile care au contribuit la progresul 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.
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Scopul cercetarilor: elucidarea impactului agentilor virali in inducerea variabilitatii genetice

si stabilirea efectelor citogenetice ale patogenezei virale la plantele de culturd in baza identificarii

particularitatilor proliferdrilor mitotice i meiotice 1n sisteme compatibile gazda-patogen.

Obiectivele studiului:

identificarea modificarilor induse de infectiile virale in sistemele 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
somaticd in dependenta de particularitatile sistemului gazda-patogen;

determinarea specificului proceselor de diviziune celulard la descendentii obtinuti n
conditii de patogeneza virala;

estimarea variabilitatii genetice la plantele infectate si descendentii acestora;
aprecierea genotoxicitatii agentilor virali la plantele gazda;

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

elaborarea procedeelor de inducere si apreciere a variabilitatii genetice, precum si
selectare a genotipurilor recombinante cu caractere utile Tn baza aplicarii infectiei

virale 1n calitate de factor recombinogen.

Ipoteza de cercetare. Avand drept reper modificdrile genetice mediate in dezvoltarea

infectiei, este argumentatd ipoteza conform céreia restructurdrile nucleopatice generate de infectia

virald pot induce in generatiile ulterioare modificari genetice, cauzand variatia diferentiatd a

caracterelor.

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 selectate gazde compatibile care asigura

reproducerea si propagarea sistemica a infectiei virale fara capacitatea de transmitere verticala (prin

polen sau ovule). In scopul evidentierii particularititilor structurale si functionale generate de

infectiile virale, la plantele infectate si descendentii lor au fost utilizate specii autogame (tomate, orz

si varza) care au manifestat sensibilitate (susceptibilitate sau tolerantd) la agenti virali ADN sau
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ARN. Cercetdrile structurale au fost realizate la nivelul tesuturilor si celulelor compatibile
procesului infectios (organe vegetative si reproductive), celulelor necompatibile pentru germenii
virali (microspori) la plantele de tomate si orz infectate cu diferite virusuri ARN. Impactul infectiilor
virale (ARN si ADN) asupra proceselor proliferative a fost stabilit la nivelul tesuturilor generatoare
(celule ale meristemelor radiculare, celule arhesporale), precum si tesuturi calusale (celule somatice
aflate in diviziune activa si diferentiere).

In scopul aprecierii efectului genetic al infectiilor virale au fost realizate studii comparative
ale actiunii razelor gama — factor mutagenic fizic cu mecanis de actiune asupra sistemelor biologice
(celule, tesuturi, organism) cunoscut.

Pentru realizarea obiectivelor trasate au fost utilizate metode virusologice de diagnostic si
studiu al agentilor virali (metoda de inoculare mecanica a plantelor experimentale), metoda de
contrastare negativd bazatd pe microscopia electronicd prin transmisie [187], metoda
imunoenzimatica [96] si imunosorbentd [295]. Pentru inducerea variabilitatii genetice au fost
aplicate metoda culturii in vitro [312] si de mutageneza experimentald. Regularitatea diviziunilor
mitotice si meiotice, inclusiv recombinarea meiotica si somatica au fost evaluate conform [203;
333; 480]. Pentru aprecierea impactului infectiilor virale asupra plantelor gazda au fost utilizate
metode biochimice de studiu (polimorfismului peroxidazelor si esterazelor [397], proteinelor de
rezerva [379]). Continutul substantelor uscate in fructe, frunze a fost determinat prin metoda uscarii
in etuva conform [462]. Aprecierea caracterelor cantitative a fost realizata cu ajutorul metodelor
biometrice conform ghidurilor UPOV aprobate pentru fiecare cultura. Evaluarea nivelului de
expresie a unor gene asociate patogenezei si potentialului oxidativ a fost realizatd prin tehnica PCR
cantitativ, iar concentratia relativa a transcriptilor genelor analizate fata de gena de referinta a
fost calculata dupa Livak K. si Schmittgen T. [268]. Pentru aprecierea rolului genotipului, virusului,
interactiunii acestora in sursa de variatie a caracterelor cantitative a fost aplicatd analiza bi- si
trifactoriala a variantei ANOVA [99]. Gradul de similitudine a genotipurilor a fost stabilit in baza
analizei clusteriene prin metoda construirii dendrogramelor. Prelucrarea statistica a datelor s-a
efectuat cu ajutorul pachetelor de programe Statgraphics Plus 2.1, Statistica 7.0.

Noutatea si originalitatea stiintificA a rezultatelor obtinute se caracterizeaza prin
argumentarea conceptului privitor la efectele genetice produse de infectiile virale la gazdele
susceptibile, rezultate ce confirma posibilitatea utilizarii fitovirusurilor in calitate de inductori ai

variabilitatii, care prin modul lor de interactiune cu planta-gazda modifica structura interna,
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reorienteazd procesele de transcriptie si translatie din celuld, inclusiv expresia genelor si proteinelor,
afectand procesele proliferative si variatia caracterelor.

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

Problema stiintifici importantid solutionatd constd in fundamentarea unei noi directii
stiintifice in cercetdrile biologice ce vizeazd efectele genetice provocate de virusuri la gazdele
sensibile ce a condus la dezvoltarea conceptului privind impactul fitovirusurilor in calitate de
inductori ai variabilititii genetice la plantele de culturi. In baza studiului citogenetic al
procesului de patogeneza virald au fost stabilite complementar reorganizarilor structurale, efecte
genetice, exprimate prin abateri ale proceselor de recombinare somatica, meiotica, perturbari ale
proceselor proliferative, modificari ale gradului de expresie a genelor asociate patogenezei la gazde
si descendentii obtinuti in conditii de patogeneza, rezultate ce au permis evidentierea reactiilor
specifice si marcherilor proteici asociati cu patogeneza virald ce oferd date noi despre
particularitatile mecanismelor de susceptibilitate si rezistentd ale plantele de cultura la agentii virali.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere: Virozele cauzate de VAT, VXC,
VMT, VMDO si VMCo conditioneazd modificari macro- si microstructurale, rezultate In urma
interactiunii dintre patogen si gazda susceptibild, 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 poarta caracter stereotipic, manifestand eterogenitate in gradul de expresie in cadrul unei
celule, precum si Intre celulele aceluiasi tesut.

Analiza citologica a microsporogenezei a evidenfiat majorarea frecventei aberatiilor meiotice
la soiurile de tomate analizate in cazul infectarii cu VAT, VXC, precum si in cazul soiurilor de orz
si VMDO. La plantele infectate s-a constatat o crestere semnificativdi a numdrului de aberatii
cromozomale de tipul elimindrilor de cromozomi, cromozomi retardatari, punti cu sau fara
fragmente; distributia neuniforma a materialului genetic intre celulele fiice; sporirea frecventei de
sporade anormale. Amplitudinea repercusiunilor provocate de agentii virali in procesul de meioza
depinde de sistemul concret virus-plantd, fiind influentata de genotipul gazdei in proportie de cca

50%, iar puterea de actiune a infectiei virale variaza intre 18 + 36%, in dependenta de agentul viral
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aflat 1n studiu. Sistemele gazda-patogen reactioneaza specific in cazul fiecarui genotip analizat in ce
priveste cota aberatiilor in microsporogeneza. Tipurile aberatiilor cromozomiale constatate sunt
similare celor produse de actiunea radiatiei gama.

A fost demonstratad influenta infectiilor virale asupra inducerii mutatiilor meiotice, modificari
ale fenomenelor de recombinare mitotica si meioticd. Urmare a infectdrii tomatelor cu VAT sau
VXC, soiurilor de orz de primavard — VMDO, are loc sporirea numarului de chiasme interstitiale
complementatd de majorarea sau micsorarea celor terminale, ceea ce poate rezulta atit din
redistribuirea, cat si inducerea unor noi schimburi de segmente cromatidice. Aceasta redistribuire
are o mare semnificatie, deoarece conduce la sporirea recombinarii genelor localizate in acelasi grup
de linkage si genereaza noi combinatii alelice. Impactul infectiei virale asupra recombinarii meiotice
(stabilit in baza evaludrii frecventei si spectrului crossing-over-ului meiotic) si mitotice (estimat prin
analiza schimburilor intre cromatidele surori) denota insusirea genotoxica a VAT, VXC, VMDO,
exprimata prin majorarea frecventei de schimburi cromatidice in celulele proliferative ale plantelor
gazda. Infectia produsa de VMDO a cauzat inducerea de anomalii ce au la baza dereglari ale fusului
de diviziune, asa cum ar fi C-mitozele, ceea ce denotd caracterul aneugen al agentului patogen si
demonstreaza efectul mitodepresiv al infectiei virale.

Semnificatia teoretica. A fost elucidat raspunsul plantelor la infectiile virale exprimat la
nivel ultrastructural prin reorganizari cu caracter specific (asociat replicarii si localizarii virionilor
virali), ce pot servi criteriu pentru detectarea patogenului, si nespecific, manifestat in baza
principiilor restructurdrilor tipice descrise pentru conditii de senescenta, factori abiotici, ce reflectd
patogenitatea agentului viral.

Prin cercetdrile expuse se demonstreazd impactul infectiilor virale asupra celulelor plantei
gazda si aparatului genetic prin inducerea de mutatii meiotice, modificari ale recombindrii mitotice
si meiotice la plantele infectate cu repercusiuni la descendentii obtinuti in conditii de patogeneza
virala.

Infectiile virale produse la gazdele sensibile genereazd o gama larga de reactii de raspunsuri
care accentueazd asincronismul diviziunilor celulare si  eterogenitatea modificarilor
morfofunctionale 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.

23



Valoarea aplicativd a lucrarii. Investigatiile citogenetice ale interactiunii virusurilor cu
plantele gazda (tomate, orz, varzd) au contribuit la identificarea mecanismelor de sporire a
variabilitatii genetice la plantele de culturd, fiind dovedita posibilitatea utilizarii fitovirusurilor in
calitate de inductori ai variabilitatii genetice [10; 13]. Urmare a studiilor comparative (razele gama,
cultura in vitro) ale diversitatii genetice induse de fitovirusuri s-a stabilit generarea unui polimorfism
a mai multor caractere cantitative si calitative [23; 49]. In baza acestor rezultate a fost demonstrata
posibilitatea majorarii si dirijarii variabilitatii genetice in dependenta de particularitatile sistemului
gazda-patogen. In aceastd directie au fost elaborate procedee de extindere a variabilititii genetice
prin utilizarea infectiilor virale solitare sau in asociere cu razele gama / cultura in vitro la diferite
plante de culturd (tomate, orz de primavara, varzd) si elucidate particularitatile proliferarii celulare,
inducerii recombinarii somatice sau meiotice [6; 10; 13].

Postulatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Sistemele gazda-patogen formate din genotipuri sensibile ale plantelor de cultura si virusuri
ARN sau ADN se caracterizeaza prin modificdri macro- si microstructurale in celulele infectate
(tesuturi asimilatoare, de protectie), dar si in cele lipsite de germeni virali (tesuturi arhesporale),
exprimand reactii specifice si stereotipice.

2. La nivelul tesuturilor compatibile procesului infectios (organe vegetative si reproductive) si
necompatibile pentru germenii virali (microspori) se identifica sensibilitate 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 infectate cu
virusuri ce conditioneaza sporirea asincronismului si accelerarea promovadrii etapelor meiozei.

5. Sporirea coeziunilor sinaptice si redistribuirea schimburilor cromatidice, la descendentii
plantelor infectate sistemic, ce servesc drept sursd de generare a variabilitatii genetice.

6. Efecte genotoxice, mitogene ale virusurilor ARN la gazde si descendentii plantelor infectate
ce includ modificari ale recombindrii somatice; perturbarea diviziunilor mitotice, modificari ale
expresiei genelor implicate iIn 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 virusul ADN-

component la gazdele sensibile.
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8. Procedee de inducere a variabilitatii genetice cu aplicarea infectiei virale ca factor
recombinogen si aprecierea diversitatii in baza marcherilor proteici (hordeinelor), enzimatici
(peroxidazelor, polifenoloxidazelor), moleculari (PR-5).

Implementarea rezultatelor stiintifice. Studiile comparative ale diversitdtii induse de
fitovirusuri au stabilit generarea unui polimorfism genetic dupd mai multe caractere cantitative si
calitative in baza carora a fost demonstrata posibilitatea majorarii si dirijarii variabilitatii genetice In
dependentd de particularititile sistemului gazdi-patogen. In aceastd directie au fost elaborate
procedee de extindere a variabilitatii genetice prin utilizarea infectiilor virale solitare sau in
asociere cu razele gama / cultura in vitro, procedee de obtinere a recombinantilor pentru diferite
plante de culturd (tomate, orz, varza) si elucidate particularitatile proliferarii celulare, inducerii
recombindrii somatice sau meiotice [6; 10; 13]. Astfel, ca rezultat al infectarii tomatelor la etapa de
microsporogeneza, a fost obtinutd majorarea frecventei si spectrului recombindrilor meiotice,
modificarea coeficientului de variatie a numarului de fructe per ciorchina de 2,7 ori, masei unui fruct
de 3,8 ori, numarului de seminte per fruct de 4,9 ori, precum si diversificarea spectrului de forme noi
ce Tmbina diferite caractere cantitative agronomic valoroase. Prin acest procedeu au fost obtinute noi
genotipuri 1n baza soiului Fachel, cu masa mare a fructului, continut sporit de substante uscate si
numar redus de seminte [13].

VMDO separat sau asociat cu razele gama a influentat semnificativ valoarea indicilor
morfologici ai descendentilor de orz in poplatiile provenite de la plantele virozate. Au fost stabilite
modificari semnificative ale coeficientului de variatie ale taliei plantei, lungimii spicului, numarului
de spiculete, numarului de frati, fiind evidentiate exemplare cu devieri ale caracterelor cantitative de
la tipul initial. Astfel, au fost remarcate exemplare cu talia de cca 40 cm, 1in timp ce la soiurile
initiale Tndl{imea minima a plantelor a constituit nu mai putin de 50-51 cm. Totodata, diminuarea
taliei plantelor a fost asociatd cu reducerea numdrului de internoduri, ceea ce este un caracter
deosebit de important pentru amelioratori. Ca rezultat, au fost selectate genotipuri cu talie joasd si
caractere ce determina productivitatea (lungimea spicului, numarul de spiculete dezvoltate), mai
inalte comparativ cu soiului initial. In baza acestor rezultate, a fost elaborat un procedeu ce are ca
noutate utilizarea VMDO in scopul obtinerii unui spectru diversificat de caractere cantitative in
prima generatie, provenita de la plantele virozate, ceea ce permite simplificarea procedurii clasice de

inducere a formelor noi cu caractere cantitative de interes ameliorativ [10].
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Una din strategiile de perspectivd In crearea materialului initial valoros este asocierea
culturilor in vitro cu alti factori recombinogeni (fizici, chimici, biologici). Prin procedeul elaborat ce
imbinad infectia virald si cultura in vitro au fost obtinute somaclone de varza, distinse de soiul initial
si, totodata, superioare regenerantilor obtinuti pe cale traditionala [6].

Realizarile obtinute au servit ca suport metodologic pentru asigurarea cursurilor disciplinelor
Biologia celulara, Histologie vegetala si lucrarilor practice Metode citologice de examinare a
celulelor si tesuturilor destinate studentilor ciclului I si II, Universitatea de Stat din Moldova.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice au fost prezentate si aprobate la
foruri stiintifice nationale si internationale de specialitate: Congr. nat. de biol. ,,Emil Racovita”, lasi,
16-20 septembrie, 1992; Simp. al 4-lea ,Diversitatea dezvoltarii organismelor - sursa de
creativitate §i valorificari biotehnologice si socio-economice”, Bucuresti, 14-16 decembrie, 1995;
Congresul al Xth FEBS ,,From molecular mechanisma to the plant: an integrated approach”, Roma,
Italia, 9 — 13 septembrie, 1996; Conf. ,ECOLOGIA EUROPAEA”, Strasbourg, Franta, 2-6
octombrie 1997; Simp. Nat. ,,Inginerie genetica si biotehnologii moderne”, Chiginau, 1998; Conf. a
XVII de micr. electr. din Rusia, Cernogolovca, 15-18 iunie 1998; Conf. VI Republ. de micr. electr.
nwUniversalitatea aplicarii microscopiei electronice”, Chisinau, 7-8 octombrie, 1998; Congr. II al
Soc. de Botanica din R. Moldova ,,Biodiversitatea vegetald a R.M. in preajma mileniului III”,
Chisinau 12-13 noiembrie 1998; Conf. a XX de micr. electr. din Rusia, Cernogolovca, 2-4 iunie,
2004; Conf. ,,Probleme actuale ale genetici, biotehnologiei si ameliorarii’, Chisinau, 17-18
februarie 2005; Conf. ,,Probleme actuale ale genetici, fiziologiei si ameliorarii plantelor”, Chisindu,
9-10 octombrie 2008; Conf. a XXIII de micr. electr. din Rusia, Cernogolovca, Moscova, 31 mai —
04 iunie 2010; Congr. IX-lea al Geneticienilor si Amelioratorilor din Republica Moldova, Chisinau,
26-27 octombrie 2010; Conf. st. “Genetica §i fiziologia rezistentei plantelor” (in memoria acad.
AJacotd), Chisindu, 21 iunie 2011; Conf. st. intern. «3nauenue nayunoco Hacnedus axademuxa
BACXHHII u Poccenvxoszaxademuu M. C. [ynuna 6 coépemennvix pabomax yueuvix Poccuuy,
Moscova, 24 mai 2011; Conf. st. ,,Structura §i functionalitatea sistemelor biologice — diversitate §i
universalitate” (iIn memoria acad. B. Matienco), Chisinau, 17 Noiembrie 2011; Conf. intern. ,,4 New
Approach of the Academic Research in Biology”, Bucuresti, 11-12 decembrie 2012; Simp. nat. cu
participare intern. ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, Chisinau, 24-25 octombire
2013; Conf. st.-practica consacratd aniversarii a 70-a a fondarii ICCC Selectia ,,Rezultatele si

perspectivele cercetarilor la cultura plantelor de cdmp in Republica Moldova”, Balti 20 1unie, 2014;
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Conf. st. intern. ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”, Chisinau, 23-24 octombire 2014;
Conf. intern. ,,Vegetable breeding and seed production” (VNIISSOK), Moscova, 11-13 august,
2014; Congr. al X-lea Intern. al Geneticienilor si Amelioratorilor din R. Moldova, Chisinau, 28 iunie
— 01 1iulie 2015; Conf. st.-practica ,,CospemenHvle meHOeHyuu 8 celekyuu U CcemeHo800Cmee
ogownvix kyaremyp. Tpaouyuu u nepcnexmusevr” (VNIISSOK), Moscova, 10-14 august 2015; Simp.
st. intern. ,,Protectia plantelor — realizari si perspective”, Chisinau, 27-28 octombrie 2015; Conf.
intern. st.-practica ,,@yHoamenmanbHvle U NPUKIAOHbLE UCCTE008AHUSL 8 OUOOPLAHUYECKOM CEeNlbCKOM
xozaicmee Poccuu, CHI' u EC”, Moscova, 9-12 asrycra 2016; Simp. al [V-lea national cu
participare intern. ,,Biotehnologii avansate — realizari si perspective”, Chisindu, 3-4 octombrie
2016; Conf. intern. "Agrophysics trends: from actual challenges in arable farming and crop
growing towards advanced technologies", Sankt Petersburg, 27 - 29 septembrie 2017; Conf. st.
intern. (editia a VI-a) ,,Genetica, fiziologia si ameliorarea plantelor”, Chisindu, 9-10 octombrie
2017; Congr. intern. Eucarpia Plante olengenoase si proteice, Chisinau, 20-24 mai 2018; A 58-a
Sesiune Annuald de Comunicari Stiintifice, Institutul de Biologie Buucuresti, 12 decembrie 2018;
Conf. intern. st.-metodica a V-a, Moscova, 15-19 aprilie 2019; Conf. II-a intern. Tn memoria acad.
E. 1. Ermacova ,,Tendenyuu passumus acpogpusuxu: om axKmydaibHblX npooiem 3emiedenuss u
pacmenuesoocmea Kk mexuonocuim 6yoyweeo”, Sankt Petersburg, 02-04 octombrie 2019.

Cercetarile stiintifice expuse in teza au fost realizate in cadrul a 4 proiecte: “Principii
biotehnologice de studiu al interactiunii dintre plantele de cultura si agentii virali” (2015-2019);
”Biotehnologii avansate si mecanisme genetice si fiziologice de inducere a variabilitatii genotipice
si formarea unui potential genetic sporit de productivitate si rezistentd al C; si C4 plantelor” (2011-
2014); ”Studiul variabilitatii genetice indusa de factori fizici, chimici si biologici in vivo §i in vitro,
evaluarea geneticd si moleculard a caracterelor de productivitate, calitate i rezistentd la conditiile
nefavorabile ale mediului” (2006-2010); “Cercetarea mecanismelor de dirijarea a variabilitatii
genetice la plante. Elaborarea a noi principii si tehnologii de evaluare si selectare a genotipurilor
valoroase. Elaborarea metodelor eficiente de apreciere a productivitdtii si rezistentei plantelor de
culturd la factorii nefavorabili pe baza principiilor biotehnologice” (1996-2000). Rezultatele de baza
au fost discutate si aprobate la darile de seama a Consiliul Stiintific al institutului in perioada

realizarii cercetarilor (a.a. 1994-2018).
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Publicatii l1a tema tezei. Principalele rezultate la tema tezei au fost publicate in 74 de lucrari
stiintifice, inclusiv: 1 monografie monoautor, 7 articole 1n reviste din strainatate recenzate, 9 articole
in reviste din Registrul National al revistelor de profil, 22 articole in culegeri stiintifice, 22 teze la
manifestari stiintifice din straindtate si tard, 5 brevete de inventie, inclusiv 2 pentru soi de plantd, o

indrumare metodica.

SUMARUL COMPARTIMENTELOR TEZEI

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: virus, planta, proliferare celulara, microsporogeneza, recombinare meiotica,
recombinare somaticd, patogeneza viralda, variabilitate geneticd, polimorfism proteic, marcheri
moleculari.

In Introducere este prezentati caracteristica succinti a lucrarii: descrisd actualitatea si
importanta problemei abordate, scopul si obiectivele cercetarilor, ipoteza de cercetare, noutatea
stiintificd si valoarea aplicativd a rezultatelor obtinute, aprobarea rezultatelor, sumarul

compartimentelor tezei.

In capitolul I este expusi analiza literaturii de specialitate la nivel national si mondial ce
vizeaza Citogenetica patogenezei virale, fiind prezentata sinteza informatiei privitor la organizarea
moleculard a fitovirusurilor si strategiile de expresie a genelor virale, mecanisme de reactie a
plantelor la infectare cu virusuri; descrise tipurile de rezistenta si factorii ce denumitd sensibilitatea
declansatd de efecte; prezentat sumarul datelor ce reflectd impactul infectiilor virale la plantele
gazda la nivel structural si functional; analizati factorii ce influenteaza proliferarea celulara si
inductori ai diversitatii genetice la plante. Identificate obiectivele ce constituie reper pentru
evaluarea procesului de patogeneza virala al sistemelor gazda-patogen formate in baza virusurilor
cu diferite tipuri de genomuri (ADN, ARN) si strategii de replicare, in lipsa datelor ce vizeaza
aspectele citogenetice ale patogenezei virale si impactul virozelor asupra proliferarii celulare si
evenimentelor ce stau la baza variabilitatii genetice (recombinarea meioticd i somaticd), precum si

evidentierea influentei virusurilor asupra descendentilor plantelor infectate.
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Capitolul 2 "Materialele si metodele de cercetare” include locul si conditiile desfasurarii
cercetarilor, metodologia de studiu, descrierea materialelor biologice si metodelor de investigatie
utilizate; metodele statistice si pachetele de programe pentru stabilirea veridicitatii datelor

experimentale.

In Capitolul 3 ”Expresii citopatologice ale virozelor la plantele de cultura” sunt expuse
rezultatele studiului ultrastructural al patosistemelor cauzate de VAT, VXC, VMT, VMDO si
VMCo in celulele mezofilului frunzelor, tapetumului si endoteciului anterelor, precum si celulele
microsporale; identificate reactiile specifice induse de infectiile virale, descrise restructurarile
celulelor infectate ale gazdelor susceptibile si tolerante de tomate, orz de primavara si varza. Sunt
reflectate particularitatile morfostructurale ale grauncioarele de polen ale plantelor sistemelor virus-
gazda analizate; stabilitd specificitatea reorganizarilor in dependentd de gradul de patogeneza si tipul

reactiei gazdei la patogen.

Capitolul 4 ”Microsporogeneza la tomate si orz in conditii de patogeneza virala” include
rezultatele studiului microsporogenezei la tomate si orz, evidentierea particularitatilor recombinarii
si regularitdtilor diviziunilor meiotice la plantele infectate si descendentii obtinuti in conditii de
patogenezd. Sunt analizate fluctuatiile recombinarii meiotice in baza evaludrii numarului si
distributiei chiasmelor in dependenta de genotip, agent patogen comparativ cu razele gama.
Demonstrat impactul infectiilor virale in conjugarea cromozomilor, distribuirea materialului genetic
cu evidentierea puterii de influenta a surselor de variatie (virus, radiatie gama, genotip), evidentiate
interrelatiile dintre sterilitatea masculina si tipurile de aberatii cromozomale si frecventei sporadelor
anormale. Dovedita capacitatea infectiilor virale de a produce la descendentii plantelor infectate
sistemic sporirea coeziunilor sinaptice si redistribuirea schimburilor cromatidice, drept sursa de
generare a variabilitdtii genetice. Evidentiate efecte destabilizatoare ale microsporogenezei la
genotipurile de tomate si orz infectate cu virusuri ce conditioneazd sporirea asincronismului i

accelerarea promovarii etapelor meiozei.

Capitolul 5 ”Evaluari citogenetice ale patogenezei virale la plantele infectate si la
descendentii acestora” contine rezultatele evaludrii corelatiilor dintre aspectele ultrastructurale ale

celulelor mezofilului genotipurilor de tomate cu diferit tip de raspuns la infectiile virale (rezistenta,
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tolerantd, susceptibilitate) si reactiile defensive sustinute de factori antioxidanti enzimatici (pe
exemplul peroxidazei, polifenoloxidazei) si nonenzimatici (o-tomatinei). Determinate insusirile
mitogene, aneugene si clastogene ale virusului mozaicului dungat al orzului ce includ modificari ale
procesului de recombinare somatica; 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) la plantele infectate si descendentii obtinuti in conditii de patogeneza virala.
Stabilite efectele nucleopatice de pozitie, exprimate prin reconformari ale cromatinei, eterogenitatea
tisulara dependentd de tipul patosistemului (tesut mezofilian nemodificat macro-structural, cu
malformatii si asociat malformatiilor) la gazdele de varza infectate cu virusul mozaicului conoidei.
Rezultatele evaluarilor citogenetice ale patogenezei virale au permis stabilirea reactiilor specifice si
nespecifice in sistemele gazda-patogen formate din virusuri cu diferite strategii de replicare si

genom ARN sau ADN.

In Capitolul 6 ”Manifestarea caracterelor cantitative si calitative la plantele infectate cu
virusuri si la descendentii acestora” este prezentatd analiza datelor cuantificarii caracterelor
cantitative 1n descrierea genotipurilor si distingerea indivizilor cu particularitati specifice din
sistemele gazda x patogen, create In baza tomatelor, orzului de primavara, soiurilor de varza
infectate cu virusuri compatibile, precum si descendentilor obtinuti in conditii de patogeneza virala.
Apreciata variabilitatea caracterelor si stabilitd puterea de influentd ca sursa de variatie a
genotipului, virusului, comparativ cu razele gama. Identificati marcheri proteici si enzimatici
eficienti 1n estimarea diversitatii intrapopulationale. Sunt argumentate 3 procedee inovationale de
majorare a variabilitatii genetice la plantele de culturd (tomate, orz de primavara, varzd) cu utilizarea
infectiei virale.

In capitolul rezumativ ,,Sinteza rezultatelor obtinute” sunt analizate rezultatele tezei prin
prisma opiniilor din literatura tematicd de referintd, care au condus la fundamentarea directiei
Citogenetica descriptiva.

Concluziile generale si Recomandarile practice postuleaza rezultatele propriilor cercetari
ce argumenteaza semnificatia teoretica si valoarea practica a acestora.

Bibliografia include 490 surse din literatura de referinta la tematica abordata, inclusiv cele

mai importante lucrari stiintifice ale autorului (35).
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1. CITOGENETICA PATOGENEZEI VIRALE

1.1. Organizarea moleculara a fitovirusurilor si strategiile de expresie a genelor virale

Datele privitor la taxonomie, proprietitile genetice si biologice ale virusurilor sunt
mentinute si actualizate de catre Comitetul International pentru Taxonomia Virusurilor
(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV). Baza de date este expusa pe site-ul
public cu acces deschis, iar informatia despre virusuri, inclusiv a plantelor este sumarizata si
actualizatd [190]. Conform primul raport al ICTV publicat in 1971, au fost descrise 290 virusuri,
fiind clasificate dupa morfologia particulelor, structura genomului, propriettile biologice si
serologice in 43 genuri si 2 familii. Informatia este permanent completata, actualizatd dupa cele mai
recente rezultate stiintifice [253]. La moment este aprobat al 10-lea raport expus in 2016 si publicat
online [190], conform caruia sunt descrise 4404 specii de virusuri, grupate in 8 ordine, 122 familii,
si 735 genuri. Actualmente, sunt cunoscute cca 1500 virusuri reprezentanti ai 57 genuri ce
infecteaza si produc maladii de diferita gravitate la plante [198].

Cunostintele despre intelegerea genomului si organizarea moleculara a virusilor a avansat
rapid in paralel cu dezvoltarea tehnicilor biologice de studiu.

In baza tipului si particularitatilor acidului nucleic se disting urmatoarele categorii de
virusuri: ADN dublu catenar de tip ciclic (ADNdc), ADM monocatenar (ADNmc) reprezentat prin
molecule circulare mono- sau multicomponente, ARN dublu catenar (ARNdc), ARN monocatenar
cu catend + (ARNmc (+), ARN monocatenar cu catena - (ARNmc (-).

Virusurile Rhabdoviridae si Bunyaviridae detin ARNmc (-), Reo- si Partiviridae — ARNdc
fragmentat in 2, 10-12 segmente distribuite in diferite particule, genomul Caulimoviridae este de tip
ADN(dg, iar reprezentantii familiilor Geminiviridae - ADNmc.

Dupa forma virusurile plantelor pot fi:

- izometrice cu un diametru de la 18 nm (de exemplu virusul necrozei tutunului) pana la 26
nm (virusurile genului Necrovirus),

- liniare cu diametrul de 20-25 nm si lungimea 100-300 nm, particule rigide in care se poate
distinge elementul central. Cele mai cunoscute sunt virusurile genului Tobamovirus (de ex. virusul

mozaicului tutunului),
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- filamentoase cu diametrul de 12 nm si lungimea pana la 740-760 nm de forma flexibild. Din
aceastd grupa morfologica fac parte potivirusurile (virusul X al cartofului, virusul Y al cartofului
s.a.),

- baciliforme cu diametrul de 30 nm si lungimea péana la 300 nm. Mai raspanditi sunt
reprezentantii genului Badnavirus.

O grupa morfologica separatd formeaza Geminiviridae cu particule izometrice 30 x 18 nm si
componenti secundari.

Virusurile ARNmec constituie cca 75% din virusurile plantelor si sunt clasificate in peste 25
unitdti taxonomice distincte [201] conform morfologiei particulelor care poate fi liniara,
filamentoasa sau izometrica.

Virusurile ARN prezintd o variatie larga a organizarii genomului si pot avea diferite structuri
terminale cum ar fi proteinele legate de genom (VPg) la capétul 5' si o structura codald poli(A) sau
ARN-like la capatul 3' [159]. Genomul unor virusuri este impartit intre doud sau mai multe
segmente care pot fi incapsulate in aceeasi particuld sau in particule virale separate (virusurile
multicomponente).

Un progres in intelegerea replicarii ARN viral a fost marcat de descoperirea ARN-
polimerazelor ARN-dependente (RdRps). RdRps au fost descrise pentru mai multe virusuri ARN,
de exemplu virusul mozaicului bromusului (VMB), virusul mozaicului clorotic al fasolitei (VMCF),
virusul mozaicului galben al lalelei (VMGL), virusul mozaicului castravetilor (VMC), virusul
mozaicului lucernei (VML), virusul mozaicului tutunului (VMT), virusul ofilirii patate a tomatelor
(VOPT) s.a. [81]. In studiile in vitro, a fost dovedita implicarea RARPs doar in sintetiza catenei
ARN-minus pentru VMB, VMCF, VML si VMGL [178]. Pentru fitovirusuri a fost dovedita
incapacitatea unor RdRps virale de a finaliza ciclul de replicare, fiind necesari diversi factori ai
gazdei [107]. Totodatd, RdRps virale actioneaza ca replicaze sau transcriptaze, sintetizdnd ambele
tipuri de catene (-) sau (+). Mai mult decét atat, RdRps nu numai ca catalizeaza ARN-polimerizarea,
dar, pentru multe virusuri, efectueaza, de asemenea, modificarea ARN, prezentand activitate
metiltransferazica.

Replicarea virusurilor ARNmc (+) are loc in citoplasma celulelor infectate. Unul dintre
reprezentantii cu asemenea tip de genom este virusul mozaicului tutunului (VMT), pentru care este
descrisa legarea ARN-polimerazelor de proteinele membranare, si de alte proteine implicate in

replicare ce detin domenii cu afinitate membranard, de ex. P58 codificatdi de ARNI1. Cu toate
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acestea, sediul exact in care are loc replicarea ARN, nu este clar definit si se deosebeste pentru
diverse virusuri. Incluziunile granulare au fost invocate ca sife-uri pentru replicarea ARN-ului VMT
[402].

Replicarea virusurilor ARN (+) poate fi divizatd in patru etape: (i) deproteinizarea si
expunerea acidului nucleic proceselor de replicare; (ii) traducerea ARN viral, in timp ce acidul
nucleic serveste ca ARN de mesaj si produce proteine structurale si non-structurale. In continuare
acest proces este impartit n translatia timpurie a proteinelor necesare pentru replicare, de ex. RdRp
si translatia secundara sau tarzie a proteinelor cu alte functii, de ex. proteina de acoperire. Replicarea
genomului (iii) care produce molecule de ARN ale genomului viral are loc in doud etape, ambele
catalizate de RdRp: (1) sinteza unei molecule complete (negative) complementare ARN genomic
(pozitiv); (2) sinteza ARN genomic si ARN-lor subgenomice, folosind ARN negativ ca matritd. La
etapa finald (iv) descendentele genomice sunt incapsulate. Complexul proteic necesar replicarii
ARN negativ solicitd un motiv de recunoastere la capatul 3', precum si la extremitatea 5', care este
important pentru declansarea procesului de infectie. De asemenea, in replicarea ARN(+) viral au fost
identificate structuri asemandtoare ARNt, pseudo-nodulilor replicativi, structurilor poly-A [438] si
secvente similare regiunilor de control intern (ICR) [70]. Prezenta secventelor ICR sugereaza ca o
polimeraza ARN III a gazdei ar putea fi implicatd in replicarea ARN-ului viral [81].

Replicarea virusurilor ARNmc (-). Virusurile ARNmc cu catena negativa reprezintd un
grup mare de virusuri cu genom mono- sau multipartit, divers ca morfologie si proprietati. In cazul
genomului nesegmentat ARN-urile virale prezinta complexe ribonucleoroteice care servesc ca
ARNmMm pentru sinteza proteinelor virale si ca matrita pentru replicarea ARN-ului viral [81].

In procesul de replicare a ARN viral ca produsi intermediari se formeazi molecule de
ARNdc de marime micd, compuse din fragmente ale catenelor de ARN pozitive si negative.

Etapele de replicare si asamblare ale noilor particule virale se realizeaza In structuri
membranare formate din cisterne ale reticulului endoplasmatic asociate cu elementele
citoscheletului numite viroplasme [476].

Virusurile ADN, replicarea carora are loc dupa schema ADN—=ADN, utilizeaza toti factorii
necesari ai gazdei, fiind dependente de fazele ciclului celular.

Plantele sunt infectate de doua grupuri majore de virusuri ADN: Geminiviridae — genomul
este reprezentant prin ADN monocatenar si Caulimoviridae (ce include doud ordine Caulimovirus si

Badnavirus) cu genom ADNdc.
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Geminivirusurile posedd genom mic, reprezentat printr-o singurd moleculd monocatenara de
ADN, iar replicarea se realizeazd in nucleu prin formarea de molecule intermediare de ADN dublu
catenar, folosind toti factorii de replicare ai gazdei. Virusul mozaicului auriu al tomatelor, ca si
majoritatea geminivirusurilor, codifica in gazdele infectate proteind AL3 sau C3, care intensifica
acumularea de ADN viral printr-un mecanism necunoscut. S-a demonstrat, cda AL3 formeaza
oligomeri si interactioneaza cu initiatorul de replicare viral. Totodatd sunt raportate rezultate prin
care se constatd, ca AL3 prezinta omologie cu proteina supresoare a tumorilor la mamifere,
retinoblastomul (Rb) [374].

Ciclul replicativ al virusurilor Caulimoviridae include doua etape: (i) nucleara, in timpul
careia ADN viral este transcris de catre ARN-polimeraza Il ADN dependentd a gazdei cu formarea a
2 transcripti (19S si 35S) (Figura 1.1). Cea de-a II etapd se produce in citoplasma si rezultd cu
translarea ARN 19S si sinteza proteinei 62 kDa, in timp ce molecula 35S este transcrisa de ADN-

polimeraza dependentda de ARN (transcriptaza inversa) cu formarea de ADN-uri virale.

Badnaviridae

Fig. 1.1. Reprezentarea schematica a hartii genomice si transcrierii produsilor la virusurile
ADN (A - Caulimoviridae, B — Badnaviridae) (dupa [351]).

Pentru unii reprezentanti ai familiei Badnaviridae $i anume virusul dungat al bananului
(VDB), virusul clarifierii nervurilor tutunului (VCNT) si virusul clarifierii nervurilor petuniei
(VCNP) a fost descrisa integrarea genomului viral in cel al plantei gazda [173]. Pentru VDB si
VCNP numarul de loci specifice integrarii este redus, iar pentru VCNT destul de ridicat. Autorii
concluzioneaza, ca fenomenul integrarii genomului viral in cel al plantei gazda este destul de

raspandit 1n natura, mai dificil fiind identificarea factorilor care conduc la o asemenea interactiune.
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Un studiu amplu al integrarii VDB in genomul mai multor specii gazda este prezentat de
Gayral F. si coaut. [151]. Consecutivitatile integrate sunt definite ca pararetrovirusuri endogene
(endogenous pararetroviruses, EPRVs), care pot varia de la fragmente mici pana la genomul
integru. Asemenea consecutivitati ulterior pot fi fixate in genomul plantei, fiind astfel transmise
generatiilor ulterioare. Surprinzdtoare sunt datele autorilor privitor la posibilitatea extruziei
secventelor EPRVs si realizarea procesului infectios spontan, ceea ce poate avea loc in urma actiunii
diferitilor factori de stres. Culturile in vitro de asemenea favorizeaza trecerea fragmentelor inserate
in stare epizomala. Pentru VDB sunt descrise doud forme de existenta integrata: una neinfectioasa ce
contine genomul viral incomplet si un stop codon, constatata la specia Musa balbisiana. Cea de-a
doua formda EPRV contine genomul viral complet. Fragmentele EPRV, diferda mult nu doar dupa
structura, ci si dupd numarul de copii din cadrul genomului. Fragmentele integrate EPRV-7 si
EPRV-9 ale VDB, au fost descrise in ambele cromatide surori, posedand alelism.

Gayral F. si coaut. [151] propun doud scheme posibile conform carora poate avea loc
integrarea EPRV 1n genomul plantelor gazda. Dupa un model (A), recombinarea se realizeaza cu
antrenarea ARN pregenomic rezultat in urma procesului infectios productiv cu implicarea 7y3/gypsy
revers-transriptazei (Figura 1.2). Un asemenea complex 7y3/gypsy-VDB BSGfV a fost constat in
cinci introni ai genei mom. Conform celei dea doua scheme se remarca integrarea ADN-ului BSGfV
sub forma unui element transpozabil. Acest proces se poate produce in timpul replicarii ADN-ului
celular §i repararea rupturilor produse. Integrarea EPRV a fost stabilita preferential in zonele
heterocromatinice si mult mai rar in cele eucromatinice, cu toate, ca localizarea exactd a ramas
neidentificata de autori.

Strategiile de translatie ale ARN-urilor virale sunt restrictionate de ribozomii celulei
gazde. Existd mai multe moduri de baza prin care informatiile codificate pe ARN virale sunt traduse
in produse proteice finale: (i) genomul poate fi impartit in ARN subgenomice care contin fie gene
monocistronice, fie gene policistronice (de ex. translarea ARN-lui VMT); (i1) ribozomii realizeaza
sinteza proteinelor pand la unul sau mai multi codoni stop, formand astfel doud sau mai multe
proteine de pe aceeasi regiune de ARN; (ii1) intregul ARN al virusului poate fi tradus ca un ARN de
mesag monocistronic, iar poliproteina rezultata este apoi fragmentatd de proteaze in produse mai
mici, precum la Como-, Nepo- si Potivirusuri. Al patrulea mecanism de translatie al ARN-ului viral
include mai multe cadre de citire. Initial un asemenea mecanism a fost descris pentru virusul de sud

al mozaicului la fasole [157].
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Fig. 1.2. Reprezentarea schematica a integrarii genomului viral VDB (tulpina BSGfV) in
genomul Musa balbisiana (dupa [151]).

Atat la plante cat si la animale, relatiile dintre genomul virusurilor si ale celulei-gazda se
stabilesc in procesul de replicare a genomului viral. Asigurarea sintezei de catre celuld a compusilor
proprii virusului este asociata cu blocarea formarii si transportarii tuturor tipuri de ARN din nucleu
in citoplasma, precum si tranzitdrii membranei nucleare din citoplasmd in nucleu a factorilor de
transcriptie [455], ceea ce se realizeaza prin intermediul unui sistem complex cu antrenarea
proteazelor. Inhibarea sintezei transcriptilor celulari §i a transportului nucleocitoplasmatic se
produce cu implicarea proteazei C3. Tinte pentru proteaza C3 constituie factorul de transcriptie
TFIID, implicat in sinteza subunitatilor ribozomale 28S, 18S si 5,8S cu antrenarea ARN polimerazei
I [63; 208] si ARNm realizat prin intermediul ARN polimerazei II [275]. Astfel, proteaza C3
scindeaza TBP - componentul de baza al TFIID dupa legaturile GIn-Gly, reprimand activitatea ARN

polimerazei II. De asemenea, proteaza C3 scindeazd un alt component al TFIID, si anume proteina
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TAF110, influentand activitatea ARN polimerazei [ [63]. Proteaza C3 este implicata si in blocarea
tranzitarii transcriptilor proprii ai celulei din nucleu in citoplasma prin distrugerea complexului
nucleoporinic 153-p62, ceea ce duce la acumularea ARNm in nucleu. Pentru sinteza acidului nucleic
al virusului este necesara antrenarea tuturor elementelor celulare cu depasirea concurentei dupa
ribozomi. Pe exemplul picornavirusurilor I'aBprommmua E. [455] demonstreazd inhibarea sintezei
inductorilor apoptozei si a citochininelor.

In baza paternului de interactiune planti-virus sunt descrise céteva tipuri de fenomene
implicate in reducerea activitatii genelor virale prin protectia incrucisata (i), reprimarea simptomelor
(i1), sinergie (iii) si rezistenta non-gazda (iv) [147].

Protectia incrucisatd apare atunci cand infectia provocatd de o tulpind virala previne
infectarea ulterioara de catre o tulpind mai agresiva sau un al doilea virus din aceeasi specie [241].
Desi nu sunt cunoscute mecanismele protectiei incrucisate, in conformitate cu modelul antiviral de
reducere a ARN-ului, un rol important este atribuit pentru ARNGsi.

Reprimarea simptomelor a fost descrisd in mai multe combinatii planta-virus. Gazdele
infectate acumuleaza concentratii inalte de germeni virali si dezvolta simptome vizibile, cu toate
acestea, frunzele tinere de la nivelurile superioare contin titre de virus mai scdzute si nu
exteriorizeaza simptome. Este stabilit, cd ARN-urile si formate in partea inferioara a plantei la locul
infectarii sunt transportate sistemic prin planta, prevenind astfel invazia virusului [278].

Sinergia virala poate fi stabilita in cazul co-infectarii cu doua sau mai multe virusuri, ca
rezultat producadu-se o boala cu simptome mai severe decat infectia provocatd de un singur virus
[429]. Majoritatea cazurilor documentate de sinergie virald atestd implicarea virusurilor din genul
Potyvirus, care depind de factorii HC-Pro sau P1 [91; 429]. Se considera, ca supresoarele HC-Pro
sau P1 leagd ARN-urile si derivate de virusurile co-infectante, ducdnd la acumulari mai mari de
virusuri si dezvoltarea simptomelor severe [429].

Conform mai multor mecanisme, rezistenta non-gazda este explicatd prin reducerea

translatiei, replicarii sau miscarii ARN-ului viral sau prin determinanti genetici ai gazdei [116; 210].

1.2. Mecanisme de reactie a plantelor la infectarea cu virusuri

Fitopatogenii se limiteaza la un animit cerc de specii-gazda. In general, majoritatea virusilor
au un numdr limitat al gazdelor in habitatele naturale, iar procentul asa-numitelor non-gazde
depasesete cu mult numarul genotipurilor sensibile. Pentru agentii patogeni, inclusiv virusurile care

nu pot infecta plantele, este descris mecanismul numit rezistentd non-gazda (RNG, Non-Host
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Resistance) [409]. RNG este aplicabild pentru toti agentii patogeni ai plantelor si prezintd o
rezistentd generica, nespecificd care poate fi divizatd in doud tipuri principale, distincte dupa
mecanismul si modul de recunoastere a patogenului [313]. Tipul RNG prezintd un mecanism de
apdrare, exprimat, de exemplu, prin ingrosarea peretelui celular, producerea de metaboliti secundari
etc. Acest tip de rezistentd, numita si rezistenta extrema (RE, Extrem Resistance), se manifesta, de
obicei, asimptomatic, declansandu-se rapid si determinand eliminarea timpurie a virusului, fara
inducerea stresului oxidativ [180]. Un raspuns al gazdei care urmeaza mai lent este asistat de un
anumit grad de replicare si deplasare a virusului si este complementat de inducerea stresului oxidativ
si moartea programatd a celulelor (raspunsul hipersensibil, RH). Reactia acestor plante depinde in
mare masura de viteza raspunsurilor gazdei, inclusiv a acumularilor de specii reactive de oxigen la
locul infectarii primare. Acest tip de RNG este asociat cu inducerea necrozelor si se produce atunci
cand agentii patogeni depasesc rezistenta de primul tip. In acest caz, agentul patogen este recunoscut
de structuri sau proteine specifice care sunt asociate cu agentul patogen. Recunoasterea acestor
structuri / proteine, numite paternuri moleculare asociate cu patogenii PAMPS (Pathogene
Associated Molecular Patterns), are loc prin receptori de recunoastere (Pathogen Recognition
Receptors) ai membranelor plasmatice ale celulelor gazdei. Acesti receptori recunosc structurile
conservate ale agentilor patogeni, cum ar fi flagelinul din flagelul bacteriilor, chitina din peretele
celular al fungilor si induc un raspuns denumit PAMP, ce genereaza raspunsul de imunitate indusa
(Plant Tiggered Immunity) [215]. Deoarece virusurile trebuie sa depdseasca bariera fizica a peretelui
celular, ele intrd in celulele gazda prin inoculari sau leziuni mecanice, prin intermediul vectorilor
cum ar fi insectele, nematodele sau ciupercile. Se considera, ca recunoasterea directda a agentului
viral nu se produce in apoplast. Cu toate acestea, este stabilitd implicarea receptorilor cu activitate
protein-kinazicd de tipul RLK, similari celor implicati in recunoasterea PAMP prin receptorii de
recunoastere [238].

Unele organisme vegetale reactioneaza la agentii virali prin implicarea genelor de rezistenta
specifica fatd de anumite virusuri. Reactia imunitara mediaza o necroza rapidad la locul penetrarii
patogenului si impiedica raspandirea particulelor prin intreaga planti. In majoritatea cazurilor,
genele de rezistentd nu asigura rezistentd absolutd, fiind atestate niveluri reduse de replicare ale
virusului, stabilindu-se rezistenta partiald sau tolerantd. Unul dintre primele raspunsuri imune pe
care toate virusurile le Intalnesc atunci cand invadeaza o gazda constau in inactivarea ARN-ului

viral, numit interferenta ARN-ului (ARNi) si tdcerea post-transcriptionald a genei (PTSG).
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Interferenta ARN-ului este un raspuns al gazdei declansat de ARN dublu catenar (dc). Aceste
molecule actioneaza ca PAMP in care ARNi poate fi privit ca un inductor de imunitate produs
intracelular [116].

Inactivarea ARN-ului se realizeaza pe doud cai majore: (i) calea ARN-urilor mici de
interferentd (ARNSsi, shot interfering RNA), (i1) calea ARN-urilor de interferentd (ARNi). Raspunsul
ARNI antiviral este indus de molecule de ARNdc, care apar ca produse intermediare replicative.
Aceste structuri sunt detectate de catre o ARN-aza de tipul III, enzima asemanatoare cu Dicer, care
realizeaza clivarea ARNdc i1n ARNsi cu o marime de 21-24 nucleotide [377]. Moleculele ARNsi
intrd un complexul de inducere a inactivarii denumit RISC (RNA Induced Selencing Complex).
Acest complex activat supravegheaza si ulterior degradeazd moleculele tintd ale ARN-ului viral.
Dupa generarea ARNsi primare, urmeaza o amplificare a acestora, necesard pentru stabilirea unui
raspuns eficient de combatere a infectiilor virale la nivel local si sistemic. Aceastd amplificare
implicda ARN-polimerazele dependente de ARN-ul gazdei, care sunt capabile sa transforme ARN-
urile virale in ARNdc [105]. Procesarea lor ulterioara conduce la generarea de ARNSsi secundare,
care corespund secventelor din afara consecutivitatii tintei primare, proces denumit silentiere
tranzitiva [384]. Raspunsul ARNi antiviral actioneazd impotriva tuturor virusurilor ARN si AND
componente si, in general, este un proces relativ lent fara sa duca la eliminarea completa a infectiilor
virale [115; 377].

ARNI, ca si virusurile, pot s tranziteze dintr-un tesut In altul, implicand genele de rezistenta.
Cele mai multe dintre acestea se activeaza si confera rezistentd numai pentru un virus specific, insa
unele actioneaza impotriva mai multor virusuri (inrudite). Clasa majora a acestor gene este
reprezentatd de gene dominante de rezistentd, in timp ce altele sunt gene recesive sau de rezistentd
partiala. Un exemplu al unor gene de rezistentd dominantd este gena Ty-1 a tomatelor impotriva
virusului rasucirii si ingalbenirii frunzelor de tomate (VRIFT, geminivirus). Aceastd gena codificd o
ARN-polimerazi dependenti de ARN si conferd rezistentd la VRIFT prin amplificarea semnalului
ARNi [413]. Plantele de tomate, care detin Ty-1 nu prezinti simptome la infectarea cu VRIFT, cu
toate cd pot detine niveluri reduse ale virusului.

Rezistenta recesiva impotriva virusilor este determinatd de insusirea gazdei de a detine
factori de sensibilitate [406]. Deoarece factorii de susceptibilitate sunt dominanti, rezistenta bazata
pe acestea necesitd ca toate copiile genei de rezistentd sa fie in stare recesiva, ceea ce si explica

denumirea de rezistentd recesiva. Majoritatea genelor de rezistentd recesivd impotriva virusilor la
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plante au fost raportate pentru potivirusuri [220] si codifica factori de initiere a translarii proteinelor
din familiile 4E sau 4G (eIlF4E / elF4G) [406]. Aceste proteine interactioneazd cu capatul
transcriptilor pentru a permite translarea. Transcriptii potivirusurilor nu contin o structurd “cap”, ci
ofera un VPg (Virus-Protein genome linked) ce asigurd transcriptilor o independenta de situsul
“cap”. Infectia cu potivirusuri conduce la stoparea translarii transcriptilor dependenti de cap” si
permite doar transcrierea independentd de acest situs. Ca rezultat se genereaza o concurentd sau o
presiune de selectie dintre translarea mediata de VPg si elF4e.

Pentru stabilirea unei infectii productive, agentii patogeni trebuie sa depaseasca raspunsul de
imunitate si sa realizeze codificarea proteinelor care interfereaza cu receptorii de recunoastere. Acest
proces permite stabilirea procesului de infectie, si o asemenea stare este denumitd sensibilitate
declansata de efecte (Effector Triggered Susceptibility, ETS). Una dintre cele mai comune strategii
utilizate de virusuri pentru a contracara ARNi este de a codifica supresoare ale silentierii (RSS),
proteine virale care interfereazd cu ARNi [79]. Majoritatea proteinelor RSS exercitd aceasta
activitate prin legarea ARN-urilor mici cu ARNdc si, ca consecinta fiind impiedicatd incadrarea lor
in RISC si, respectiv, in clivajul si formarea de ARNsi [243]. Suprimarea virald a ARNi conduce la
productiva.

Produsele genelor dominante de rezistentd (R) la un patogen specific se exprima prin factorii
de avirulentd (Avr), care se prezintd contrar ETS, conducand la stabilirea imunitatii (Effector
Triggered Immunity, ETI). La nivel celular, RH afecteaza homeostaza si modificd potentialul si
permeabilitatea membranelor [311]. De exemplu, infectiile virale provocate de  virusurile
mozaicului tutunului si incretirii ridichilor induc la plantele infectate de tutun si arabidopsis
depunerea calozei la nivelul plasmodesmelor, modificand scurgerea de electroliti [106; 331; 440].
Activarea genelor R este, asociatd cu inductia unui raspuns al mortii celulare programate, care se
exteriorizeaza prin aparitia rapida a leziunilor necrotice (la plantele cu raspuns hipersensibil) sau, in
cazuri rare, o rezistentd extremad, care se produce fard manifestdri externe. Datoritd acestor
raspunsuri, virusurile se limiteaza doar la locul de penetrare, prevenind infectiile. Raspunsul genei R
este, In general, rapid si in decursul a 3-4 zile produce izolarea virusului la locul penetrarii.

In majoritatea cazurilor de detinere a genelor R, recunoasterea patogenului se produce
indirect si implica proteinele gazdei, considerate gardieni [101; 215], insa au fost descrise situatii in

care produsul dominant al genei R recunoaste o proteind Avr prin interactiune directd [89; 92].
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Cele mai ample informatii privitor la reactiile imune se atestd pentru dicotiledonate cu
referire la mai multe familii de plante, in special Solanaceae, Cucurbitaceae si Fabaceae. Mai mult
de 80% din rezistenta la virusuri este controlatd monogenic, celelalte prezentand control oligogen
sau poligen. Mai putin de jumatate din cazurile de rezistentdi monogenicd raportate prezinta
mostenire dominantd, iar In majoritatea cazurilor, dominatia fiind consideratd completa [143].

Este de mentionat, cd interactiunea dintre monocotiledonate si virusuri este putin studiata.
Din 31 gene de rezistenta clonate, doar una este inregistrata la monocotiledonate [167; 284]. Aceasta
este gena elF(is0)4G1 ce confera rezistenta orezului la virusul marmordrii galbene a orezului
(VMGO) [33] prin interactiunea cu proteina VPg [179]. O mutatie in elF(is0)4Gl la orez intrerupe
interactiunea cu VPg, astfel conferind rezistentd impotriva VMGO.

Pentru determinarea factorilor patogenitétii a unor virusuri ce infecteazd monocotiledonatele,
cum ar fi virusul mozaicului dungat al orzului, mozaicului stiat al graului sau mozaicului bromusului
au fost utilizate plante-gazda dicotiledonate [75; 144; 296].

Genele de rezistentd dominante pot fi clasificate in doua categorii, si anume cele care
codificda NB-LRR-uri si toate celelalte. Clasa majora a genelor R de tipul NB-LRR codifica proteine
care, indiferent de patogenul pe care il recunosc, constau din trei domenii: (i) situsul de legare a
nucleotidelor (NBS) in centrul proteinei, (ii) o repetitic bogatd in leucine (LRR) la capatul C-
terminal si (111) un domen CC sau Toll al receptorului interleuchinei-1 (TIR) la capdtul N-terminal al
produsului genei de rezistentd [304; 428]. LRR determind specificitatea proteinei tinta si este partea
cea mai variabild a proteinei. NBS este compus dintr-un domen conservat care contine situsul de
legare a nucleotidelor (NB) si altul ARC, ambii fiind necesari pentru legarea si hidrolizarea ATP.
Gene R care contin un domen TIR N-terminal se gasesc numai la dicotiledonate [100].

Majoritatea produselor cunoscute ale genelor R sunt de tip CC-NB-LRR, in timp ce doar un
grup mic apartine tipului TIR-NB-LRR. Sunt descrise, citeva gene R dominante care nu apartin
genelor de tip NB-LRR, de exemplu, RTM1, RTM2 si RTM3. Ulterior gene de rezistenta au fost
identificate la Arabidopsis thaliana care Tmpiedica raspandirea sistemica a mai multor Potyvirusuri.
In aceste cazuri virusul nu poate pitrunde in floem pentru a se raspandi sistemic prin gazda. In plus,
nu existd nici o inducere a RH sau a producerii de acid salicilic, asa cum se observa frecvent in cazul
raspunsurilor de rezistentd mediate de NB-LRR [104]. De asemenea, nu se realizeaza nici o
interactiune directa Intre proteinele RTM cu proteina de acoperire a potivirusului. O altd gena de

rezistenta identificatd este JAX, asemandtoare cu gena RTM, care functioneaza, in general,
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impotriva potexvirusurilor la 4. thaliana, indicand astfel un rol important in imunitatea plantelor
[431]. Un alt tip de gena distinctd R este Tm-1, identificata la speciile salbatice de tomate Solanum
hirsutum, care codifica o proteina ce contine TIM. Acest domeniu leaga proteinele de replicare ale
virusului mozaicului tomatelor (ToMV), inhiband replicarea ARN-lui viral fara a provoca moartea
celulard asociatd cu RH [206]. De asemenea, si In aceste cazuri nu este indus nici un raspuns asociat
tipului NB-LRR, cum ar fi RH. Atat RTM, cat si Tm-1, joaca un rol important in inhibarea unei
etape specifice necesare pentru o infectie productiva.

Din numarul total de gene R impotriva fitovirusurilor, numai pentru cca 1/3 este identificat
determinantul Avr. Multe proteine virale functioneaza ca constituenti Avr: proteina de acoperire (de
exemplu, L-locus din ardei impotriva Tobamovirusurilor), proteina de deplasare (Tm-2*/Tm-27 din
tomate impotriva Tobamovirusurilor), replicaza (Tm-1 la tomate fatd de virusul mozaicului
tutunului) sau proteina supresoare ARNi (HRT la A. thaliana impotriva virusului incretirii
ridichilor), care actioneaza ca inductori ai rezistentei [207; 310]. Pentru majoritatea fitovirusurilor
nu sunt identificate gene R, cu toate ca sunt descrise exemple de RH [108]. Capacitatea de a induce
rezistentd mediata de RH poate fi separata de functia endogena a proteinelor virale.

Desi modul de actiune al genelor de rezistentda ramane inca neclarificat, au fost propuse mai
multe modele pentru descifrarea stabilirii rezistentei de tip NB-LRR determinate de genele
dominante R. Unul dintre modelele cele mai acceptate este “ipoteza gardianului” (Guard
Hypothesis) [215]. Conform acestui model, produsul genei de rezistentd protejeazd o anumita
proteind a gazdei, realizdnd functia de "gardian" si percepe modificarile acestei proteine dupd
interactiunea cu determinantul Avr pentru a initia ulterior un raspuns de rezistenta. Totodata, se
admite, ca produsul mai multor gene R protejeaza aceiasi proteina si vice versa, conducand astfel la
extinderea spectrului de rezistenti al unor gene R la o gami larga de agenti patogeni. In acelasi timp,
acest model nu explicd modul in care tulpinile unui virus mentin virulenta. Din acest motiv, au fost
postulate modele alternative. Conform “modelului de momeald” (Decoy Model) [410], o proteina
(momeald) actioneaza ca un senzor molecular pentru a detecta doar un agent patogen fard a avea alt
rol. Modelele “momeala si intrerupdtor” (Bait and Switch Model), “capcana pentru soareci”
(Mousetrap Model) ipotetizeaza, ca produsul genei R formeaza un complex cu proteina gazdei
(momeald), care prin interactiune cu proteina Avr induce o cale de semnalizare in aval ce conduce la

rezistentd [61; 101; 273].
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Mecanismul inductiei In aval ramane inca neclar. Pe exemplul genei de rezistentd N a
tutunului au fost stabilite cdi de control al replicarii virusurilor si stabilire a rezistentei. Gena N
codifica o proteind TIR-NB-LRR si confera rezistenta la virusul mozaicului tutunului. Bhattacharjee
si coaut. [68] au constatat semnalizarea in aval a raspunsurilor de aparare, legate de gena R. Studiile
au indicat ca raspunsul antiviral bazat pe gena N duce la stoparea translatiei transcriptilor virali
printr-un proces care implicd enzima Argonaute 4. Ca rezultat, sinteza proteinelor virale este
inhibata, impiedicand in cele din urma acumularea si raspandirea virusului. Conform altor studii a
fost demonstrat, ca traducerea genelor R este controlata strict prin activarea ARNmi. Astfel,
superfamilia miR482/2118 controleaza negativ translarea proteinelor NB-LRR [383]. Li si coaut.
[255] au demonstrat ca si alte familii de ARNmi controleaza translarea proteinelor TIR-NB-LRR.

In competitia dintre virus si gazda, agentii patogeni se protejazd de raspunsul imun prin
proteinele lor, dintre care unele manifesta afinitate puternica de a lega ARN-uri mici. Ca consecinta,
astfel de proteine pot suprima inactivarea indusa de ARNmi a genelor R. Considerand ca nivelurile
ridicate de expresie ale genelor R conduc la autoimunitate [429], proteinele virale de inducere a
interferentei pot juca un rol major in inducerea RH.

Genele R dominante declanseazd un RH sau un raspuns extrem in cazul in care reactia are
loc intr-o singura celuld. Ambele raspunsuri implicad apoptoza, proces ce duce rapid la moartea
celulelor infectate, impiedicand astfel raspandirea sistemicd a virusului. Un RH indus implica
activarea si sporirea cantitdtii acidului salilic, acidului jasmonic, oxidului de azot, etilenelor,
speciilor reactive de oxygen, Ca** si a proteinelor asociate patogenezei (PR). Se considerd, ca
fiecare component are o specificitate fatda de anumiti agenti patogeni, si doar acidul jasmonic,
speciile reactive de oxigen si Ca”" sunt elemente eficiente impotriva virusurilor [86; 269].

Date mai recente indica faptul, cd RH si apoptoza au cai diferite de initiere [108]. Nu este
stabilit, daca ambele sunt generate de determinantul Avr al agentului patogen sau dacd RH este
declansata secvential dupa raspunsul genei R. Astfel, a fost aratat, ca produsul genei Rx a cartofului
este o proteina CC-NB-LRR care este declansatd de proteina de acoperire a virusului X al cartofului.
Proteina Rx se localizeaza in citoplasma, dar poate patrunde si in nucleu, indicand rezistentd [387].
Observatii similare au fost expuse si de alti cercetatori [78; 152].

In plantele ce detin gene de rezistenta au fost identificate proteine care moduleaza rezistenta
raspunsurilor la aparare, cum sunt RanGAP, EDS1-PAD4 [358; 422]. In cazul raspunsului mediat de

receptori aceste proteine sporesc reactivitatea gazdei la anumiti agenti patogeni specifici prin
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antrenarea raspunsurilor de aparare (productia de radicali liberi, sinteza proteinelor de apdarare,
moartea celulard programatd) [329]. Reactia de aparare mediatd de receptori se produce local in
site-ul de penetrare a particulelor virale, totodatd semnalele de raspuns propagandu-se in tesuturile
adiacente, generand rezistenta sistemica dobandita (RSD) [416]. Atat pentru gena N a tutunului,
cat si pentru Rx1 a cartofului, a fost demonstratd instalarea RSD mediatd de calea dependenta de
acidul salicilic [265]. RSD previne, de asemenea, infectia provocatd de alti patogeni prin activarea
sistemica in tesuturi a genelor PR [86; 269].

In protectia antivarald sunt descrise procese generale (ubicuitare) ce implica sistemul
proteolitic dependent de ATP-ubicuitin-proteasom si metilarea ADN-ului. Initial moleculele
patogenului interactioneaza cu receptorii plantei provocand un raspuns de imunitate ce rezultd cu
reactia de hipersensibilitate [117; 215]. Ulterior este indus un raspuns al imunitatii, ce include
modificari metabolice ale hormonilor, acidului salic, jasmonic, formarea de oxid azotic (NO),
acumularea speciilor reactive de oxygen (H,0,, O%) [86; 106; 284; 331].

Sistemul proteasomic ubicuitar (SPU, Ubiquitin Proteasome System) este un factor important
in stabilirea interactiunilor virus-gazda la aproape fiecare etapa de apdrare antivirald, atit in plante
cat si animale [95; 146]. La randul lor, virusurile utilizeaza o multitudine de strategii de modulare a
proceselor SPU. SPU reglementeaza activitatea celulara, transcriptia si transductia semnalelor. SPU
implicd in primul rand activitatea enzimei ubicuitinei (E1), enzimei conjugatd cu ubicuitina (E2) si
ubicuitin-ligaza (E3) [200]. Aceste trei proteine formeaza un complex, care ulterior este degradat de
proteosomul 268S.

Modul de abordare a implicarii sistemului SPU 1in stabilirea reactiilor de aparare impotriva
infectiilor virale sau In promovarea virulentei este discutabil. De exemplu, rdspunsul de rezistenta a
tutunului mediat de gena N impotriva VMT necesitd formarea complexului RAR1 / SGT1, care
interactioneazd cu SKP1 si CSN [267], o altd ubicuitin-ligaza, care necesitd proteine celulare
antrenate in cresterea si dezvoltarea plantelor [320]. Proteinele de miscare ale VMT si virusului
mozaicului galben al ridichilor sunt, de asemenea, degradate 1n mod specific de catre echipamentul
SPU al gazdei, ceea ce duce la scdderea virulentei si a patogenitdtii [126; 350]. Avand in vedere
functiile diverse ale SPU, in diferite raspunsuri la virusuri gazdele folosesc o varietate de strategii

pentru a spori virulenta sau a promova imunitatea gazdei.
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In mai multe studii cu VXC, VMCo si VMT se subliniazi faptul, ci raspunsurile la infectiile
virale, desi sunt asemandtoare, deruleaza pe cai distincte, iar interactiunile dintre proteinele virale si
ale gazdei pot manifesta diferite tipuri de rezistenta [283].

In pofida progreselor realizate in cunoasterea bazelor moleculare ale patogenezei virale,
existd multi determinanti pentru care mecanismul de actiune este inca neelucidat. Studiile ce pot
contribui la evaluarea situatiei, impun necesitatea extinderii numarului de patosisteme experimentale
si al conditiilor de interactiune gazda-patogen, care cu certitudine va conduce la identificarea

mecanismelor de rezistenta si sensibilitate.

1.3. Citopatologia celulelor vegetale infectate cu virusuri

In cazul infectarii plantelor cu virusuri, intre genomurile acestora pe parcursul patogenezei se
stabilesc interrelatii in dependentad de tipul reactiei gazdei fatd de acest patogen. Este cunoscut
faptul, ca doar patrunderea particulelor virale prezintd semnale ce induc reactii printr-un sir de
procese biochimice [170]. Raspunsul la factorii externi este coordonat de o multitudine de gene, care
functioneaza conjugat in realizarea programului genetic si asigurarea reactiei la factorii externi. in
dependentd de raspunsul gazdei fatd de infectia virala se disting patru tipuri de plante: sensibile
(susceptibile), tolerante, rezistente si imune. In plantele imune virusul se acumuleaza doar in
celulele primar infectate, fara a se distribui prin organele plantei si induce simptome exterioare.

In plantele cu diferit grad de rezistenti, particulele virale se acumuleazi in celulele primar
infectate, cauzidnd formarea de necroze. Genotipurile tolerante creeaza condifii optime pentru
reproducerea componentilor virali, asamblarea virusurilor si transportul lor prin diferite organe, fara
a induce modificdri macrostructurale.

Raspunsurile plantelor la infectiile virale sunt legate de acumularea speciilor reactive de
oxigen (SRO). SRO joaca un rol dublu prin (i) determinarea restrictiei patogenului si, adesea, a
inducerii mortii programate a celulelor la locurile de infectie si (i1) ca un semnal care induce
raspunsuri de aparare legate de sporirea activitdtii antioxidative in celulele adiacente [180]. Aceste
reactii ale gazdei determind un dezechilibru al metabolismului celular si al patogenului. Consecinta
finala a acestor procese, In cazul infectiilor productive, este o pierdere partiald sau aproape completa
a controlului asupra invaziei virusului. Pentru inducerea unei infectii productive virusurile au nevoie
nu doar sa depdseasca barierele de aparare ale plantei, dar si a multor procese intracelulare care ar

permite realizarea procesului de reproducere [289]. Initierea acestui ciclu depinde de natura

45



materialului genetic al virusului. Virusurile ARN pozitive sunt cele mai numeroase. Pentru aceste
virusuri, dupd patrunderea particulelor in celuld are loc deproteinizarea si traducerea ARN-ului,
procese stric coordonate. Exista factori ce asigurd cuplarea intre sinteza proteinelor virale si
asamblarea acestora cu ARN wviral, si factorii gazdei pentru a forma complexe de replicare.
Urmatoarea etapa a ciclului implica propagarea spre celulele vecine si raspandirea acestora prin
intreaga planta. Pentru stabilirea conditiilor de sensibilitate este necesara facilitarea interactiunilor
factorilor virali si celulari, ca rezultat fiind afectate in mod indirect procesele fiziologice ale gazdei.

Pentru multiplicare virusurile necesitd tesuturi vii si, de obicei, nu provoacd moartea
gazdelor, desi existd si exceptii. Conform multiplelor dovezi a fost stabilit cd pentru realizarea
ciclului lor de viata, virusurile trebuie sa depaseasca barierele de aparare ale plantelor fara a perturba
functiile gazdei. Drept consecintd, componentele virale interactioneazd si / sau interfereazd cu
constituentii gazdei care, la rindul lor, conduc la modificéri ale proceselor fiziologice, rezultand cu
dezvoltarea simptomelor.

In plantele sensibile, infectia productiva este insotita de diverse macro- si micromodificari.
Simptomele exterioare induse de catre virusuri la plantele susceptibile prezinta diverse aspecte:
clarifieri, cloroze, deformatii, mozaic. Procesele de reproducere ale particulelor agentului patogen
interfereaza cu procesele celulare, cum ar fi metabolismul intracelular (al proteinelor, hidratilor de
carbon), reproducerea celulard si transportul endogen al macromoleculelor [106; 148].

Conform mai multor date in frunzele plantelor infectate cu virusuri se constatd modificarea
continutului de glucide. De exemplu, in cotiledoanele de Cucurbita pepo la infectare cu virusul
mozaicului castravetilor (VMC) se atesta acumularea zahdrului solubil, in timp ce continutul
amidonului scade [439]. La plantele de dovlecel infectate cu VMC autorii remarca reducerea
activitatiit ADP glucoso-pirofosforilazei, enzima implicatd in conversia amidonului in glucide libere,
asa ca glucoza, fructoza. Aceste modificari, la randul lor genereaza perturbari in activitatea
functionald a celulelor infectate. Sunt cunoscute rolul si efectele hidratilor de carbon in reglarea
expresiei genelor [164]. De exemplu, concentratia sporitd de zaharuri liberi inhibd fotosinteza prin
reprimarea expresiei genelor ce controleaza sinteza proteinelor clorofilei a si b, subunitatilor
Rubisco si plastocianinei [114].

Interactiunea dintre plante si virusuri are loc printr-un sistem patofiziologic complex, in care
rezistenta, toleranta si susceptibilitatea, declanseaza modificari ale expresiei a sute de gene. Studiile

comparative de proteomicd a patogenezei provocate de reprezentanti din genurile Tobamovirus,
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Cucumovirus si Potyvirus au demonstrat o reprimare a proteinelor asociate cu aparatul fotosintetic,
corelatd cu perturbarea sintezei proteinelor antrenate in metabolismul energetic, ceea ce indica o
restrictionare majord a metabolismului celular. Schimbéri semnificative includ modularea
metabolismului zaharurilor, peretelui celular [85]. Conform Panavas T. si coaut. [332] infectiile
provocate de virusurile mozaicului bromusului si piticirii tomatelor afecteaza biosinteza proteinelor,
metabolismul proteic si procesele transcriptionale.

Un urma unor studii moleculare a fost aratat, cd virusul mozaicului galben al tomatelor
(geminivirus) induce acumularea 1n celulele infectate a factorului proliferativ [315]. Autorii constata
implicarea proteinchinazelor in facilitarea propagarii infectiei prin organele plantei. Se considera, ca
aceastd cooperare este importantd pentru virusurile cu capacititi productive limitate.
Proteinchinazele reprezintd un component important al transductiei semnalului stresogen in celulele
eucariote, jucand un rol major in recunoasterea factorului patogen si al cdii de raspuns [339].

Pentru explicarea procesului de patogeneza sunt propuse doud modele generale conform
carora se analizeazd formarea simptomelor si dezvoltarea bolii. Modelul autogenezei competitive
sugereazd cd replicarea virusurilor se produce cu o asemenea intensitate, incat sa utilizeze la
maximum resursele metabolice ale plantei, afectand astfel in mod negativ cresterea si dezvoltarea
acesteia. Pe exemplul plantelor de tutun infectate cu VMT a fost demonstrat, ca desi ARN-ul viral
constituie cca 1% din greutatea unei frunze proaspete, cantitatea de proteine virale poate atinge peste
jumadtate din productia totald de proteine din celulele infectate [201]. Alternativ, simptomele de
boala pot apdrea prin perturbdri ale proceselor cauzate de interactiunea dintre componentele
specifice ale virusului si ale gazdei.

Reproducerea virusurilor si dezvoltarea simptomelor sunt in relatii de concurentd cu
elementele celulare ce asigura procesele de transcriere si translatie. In mod similar, au fost observate
diminuari ale expresiei genelor gazdei, atit la nivel transcriptional, cat si translational la locul de
replicare a virusului in tesuturile de plante infectate. Se considerd, cd inhibarea genelor gazdei

Integrarea datelor microarray si de proteomicd a raspunsului cartofului la infectare cu virusul
Y al cartofului a demonstrat discordante dintre transcriptie si abundenta proteinelor ce denota
complexitatea procesului de patogeneza virald [393].

Infectia provocatd de un virus Intr-o gazda susceptibild poate induce activarea a peste 4000

de gene. Totodata, diferite virusuri produc raspunsuri diferite intr-o gazdda comuna, precum si
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modificari specifice. Este demonstrat, ca acidul nucleic viral cauzeaza stabilirea reactiilor specifice
prin generarea sintezei unor molecule cum sunt ARNdc, ARNi, ARNsi, proteine ale familiei
Argonaute, polimerazelor, helicazelor [129]. Aceste rezultate dovedesc complexitatea procesului de
patogenitate, magnitudinea si diversitatea proceselor metabolice de apdrare ale plantelor gazda
impotriva infectiilor virale.

Plantele sensibile reactioneaza la infectia virald prin activarea expresiei multor gene, inclusiv
a celor ce codifica proteinele PR (Pathogenesis-Related Proteins) [476]. Sinteza proteinelor PR
poate fi initiatd de diferite situatii patologice: atacul insectelor, nematodelor, fungilor, bacteriilor,
viroizilor, precum si a virusurilor. Proteinele PR au fost descrise incd in anul 1969 de catre
Gianinazzi S. si coaut. [citat dupa 476] in cazul infectarii cu virusul mozaicului tutunului al plantelor
de tutun rezistente la acest agent. Dacd inifial se considera, ca proteinele PR sunt asociate de
raspunsul plantelor cu reactie supradominanta fata de virusuri, in urma mai multor cercetari a fost
stabilit, ca ele pot fi sintetizate si In plantele de tutun sistemic infectate cu virusul mozaicului
tutunului [143]. Ulterior, date similare au fost constatate si pentru alte gazde ce au prezentat
sensibilitate pentru diverse virusuri. Se considerd, ca acumularea proteinelor PR depinde de gradul
de atac al tulpinii virale. Astfel, activitatea ARN-azei a fost mai majora in conditiile unor simptome
acute. La fel, activitatea f-1,3-gluconazei este mai sporitd in plantele de soia ce au manifestat
expresii macrostructurale grave la infectarea cu virusul mozaicului soiei comparativ cu plantele
lipsite de simptome [39]. Conform spectrului electroforetic al proteinelor PR, in extractele plantelor
de Datura stramonium sandtoase si infectate cu tulpini ale virusului X al cartofului, nu au fost
constatate deosebiri calitative, modificari relevante fiind remarcate numai pentru cantitatea
proteinelor PR, care s-a dovedit a fi dependenta de vulnerabilitatea tulpinii virale [364].

Sunt cunoscute mai multe familii de proteine PR clasificate in baza succesivitatii
aminoacidice, nucleotidice ale ADNc si insusirilor antigenice. Conform unor date la cele 13 familii
de proteine PR descrise primar sunt raportate si proteinele PR-14 (proteinele transportoare de
lipide), precum si PR-15, PR-16 si PR-17 [476]. Rolul tuturor tipurilor de proteine PR raméane a fi
neelucidat. Proteinele PR cu activitate peroxidazica (tipul PR-9) sau ribonucleazica (tipul PR-10) se
considera a fi implicate in protectia antivirala, iar f-1,3-gluconaza, proteinazele ar favoriza
realizarea procesului infectios [476].

Replicarea acidului nucleic viral si al componentilor virali este realizata prin cooperarea

genomului viral i al plantei gazda, care in majoritatea cazurilor este asociatd cu procesele de
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inhibare a expresiei genelor proprii ale gazdei, blocarea transportului nucleo-plasmatic, sinteza
proteinelor proprii ale celulei gazda, precum si perturbarea transportului vezicular intracelular.

Efecte genetice provocate de infectiile virale. Efecte genetice provocate de virusuri sunt
descrise la diferite plante de cultura [77; 301; 437]. Rezultatele prezentate relateazd modificari ale
procesului de repartitie a materialului genetic intre celulele fiice, formare a microsporilor. Inca in a.
1966 Dollinger E., estimand efectele induse de virusul piticirii rugoase a porumbului, constata drept
cauza a acestora posibilele insusiri mutagene ale virusului [citat dupd 148]. Mottinger J. si coaut.
[309], studiind gena alcooldehidrogenaza (ADH) la Zea mays la infectarea acestuia cu virusul
mozaicului dungat al orzului (VMDO), stabilesc insertia unui segment de la 3 pana la 5 kilobaze.
Autorii explica efectul constatat prin supozitia, ca infectia virala a indus un "stres citogenomic". Mai
cunoscute in acest sens sunt fenomenul abberant ratio descris la porumb, descrierea aneuploizilor
la orz si grau in cazul infectdrii cu VMDO [261; 361]. In baza efectelor genetice pe care la provoaca
VMDO, a fost elaboratd o metoda netraditionald de marire a variabilitatii genetice la graul de
primavara [453]. Interesul sporit fatd de VNDO se datoreaza raspandirii extinse a patogenului in
toate zonele cultivatoare de cereale, daunelor pagubitoare, dar si impactului virusului asupra
manifestdrii unor caractere calitative la porumb [76], si decurgerii procesului de mitoza la orz si
grau [261; 361]. Este cunoscutd patrunderea in polen (celulele vegetale si spermale) la unele
genotipuri de orz [191], prin care se incearca explicarea repercusiunilor provocate de agentul viral.

Studiile recente indicd, ca interactiunile dintre plante si agentii patogeni se bazeazd pe
mecanisme epigenetice [112; 222; 345]. Conform Boyko A., Kovalchuk I. [73], infectarea unei
gazde sensibile cu un virus compatibil rezulta cu activarea diferitelor semnale cum ar fi inducerea
ARNSi. Aceste semnale se extind sistemic de la locul de infectie spre tesuturile neinfectate, inclusiv
tesuturile organelor generative. Infectarea este Insotitd de hipo- sau hipermetilarea sife-urilor
specifice, schimbari de natura epigenetica ce pot fi transmise descendentilor.

Efecte genetice ale patogenezei virale sunt descrise si pentru virusurile animalelor. Pentru
reprezentantii unor familii ADNdc, precum Papovaviridae, Adenoviridae, Herpesviridae,
Hepadnaviridae, este raportata integrarea materialului genetic viral in genomul gazdei. Pe masura
aprofundarii cercetdrilor moleculare aplicate in virologie, datele cu referire la insertia genomului
viral in cel al gazdei se extind. Astfel, in urma aplicarii tehnicii de amplificare specificd a
fragmentelor de ADN, a fost doveditd integrarea ADN virusului coriomeningitei limfocitare

(retrovirus) 1n celulele splinei soriceilor, celule caracterizate printr-o reactie acuta la patogenul dat
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[234]. Aceast fenomen a fost descris atat in conditii in vivo, cat si in vitro, in timp ce 1n alte tipuri de
celule sau gazde (porc, maimute, om) nu a fost constatata o situatie similara. Lavia P. si coaut. [251]
prezintd date privitor la destabilizarea genomului, proces ce poate contribui la o selectie rapidd a
populatiilor celulare in timpul progresiei tumorale capabile sd depdseasca infectiile virale.

Integrarea completa sau partiald a genomului viral in cel al gazdei este constatatd pentru
adenovirusuri, unele virusuri oncogene [30]. In cazul insertiei nu se realizeazi replicarea ADN
viral, nu se constatd asamblarea particulelor virale si transportarea lor extracelulara. Celula gazda
pastreaza functiile specifice ei, iar in cazul diviziunilor celulare, ADN viral integrat poate fi transmis
celulelor fiice, ceea ce genereaza transformari neoplastice si modificari ale mecanismelor de control
ale proliferarilor celulare. Ca rezultat al unor asemenea stéri poate fi inducerea diviziunilor celulare
necontrolate.

Modelul teoretic ce demonstraza integrarea ADN-lui plasmidei in cromozomul bacterian de
Lactococcus lactis elaborat de Campbell in 1984 este aprobat si pentru virusurile plantelor cu
capacitate de a se insera in genomul gazdei [201]. Conform algoritmului propus pentru realizarea
integrarii este necesard forma inelara bispiralati a ADN-ului. In locul contactului ADN-ului viral
ciclic cu ADN-ul gazdei se produc rupturi si unirea moleculelor de ADN. Un rol important in
realizarea cu succes al acestui proces le revine succesiunilor terminale ce posedad insusiri specifice
pentru integrare.

Variatia somaclonali sub influenta infectiilor virale. In biotehnologiile vegetale culturile
in vitro se aplicd cu succes in calitate de generator al variabilitatii genetice de interes practic. Cultura
in vitro, ca sursd de variabilitdite somaclonald, are la bazd influenta factorilor genetici (natura
explantului, aberatiile cromozomale), epigenetici, precum si conditiilor de cultivare [250]. Frecventa
variatiilor somaclonale pentru acelasi genotip si tip de explant poate fi variatd in dependenta de
componenta mediului, durata de subcultivare. Orice modificari genetice (aneuploidie, poliploidie,
rearanjamente structurale ale ADN-ului) pot genera variante somaclonale apte de a fi transmise
ereditar [346; 389]. In scopul extinderii spectrului de variabilitate indusi, cultura in vitro este
utilizata pe larg in complex cu tehnici de mutageneza experimentald (chimica, fizica, biologica)
[249]. Un interes deosebit prezinta studiul impactului infectiilor virale in sisteme in vitro. Aplicarea
virusurilor in acest scop este putin studiatd si este limitatd la lucrdrile Laboratorului Biotehnologii
vegetale, IGFPP [17; 29]. Utilizarea infectiilor virale (virusul Y si M al cartofului) in asociere cu

cultura in vitro, au contribuit la largirea spectrului variatiilor somaclonale atestate la regenerantii
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primari si descendentii acestora la cartof. Rezultatele analizelor proteinogramelor au demonstrat ca
variabilitatea somaclonelor si a formelor initiale este determinata, in mare masura, de genotip si de
prezenta virusurilor in tesuturile plantelor donatoare de explante [388].

Este stabilit, cd capacitatea de regenerare este controlatd genetic, Insumand interactiunea
factorilor genetici nucleari si citoplasmatici [378]. Regenerarea in vitro include nu doar initierea si
proliferarea celulard, ci si cito- si histodiferentierea urmate de formarea structurilor morfogene.
Studiul inducerii variabilitdtii somaclonale pe fondalul infectiilor virale va permite extinderea

cunostintelor privitor la patogeneza virald, precum si procesele proliferative in vitro.

1.4. Proliferarea celulara si factorii inductori ai diversitatii genetice

Cunoasterea particularitatilor si controlului diviziunilor celulare la eucariote, inclusiv plante,
a cunoscut realiziri semnificative in ultimele decenii. Intelegerea modului in care diferite
componente celulare intereactioneaza, realizdnd procesul unic de reproducere si distribuire a
materialului genetic, indicd multiple elemente si etape conservate pentru celulele organismelor cu
diferit nivel de organizare (drojdii, plante, animale). Unele elemente cheie ale diviziunilor celulare
identificate la plantele superioare s-au dovedit a fi omoloage levurilor sau animalelor.

Estimarea particularitatilor proliferarii celulelor vegetale, cuprinde multiple aspecte privitor
la reactia plantelor fatd de diversi factori [464], celulele aflate in reproducere sunt elemente ce
reactioneazd rapid si activ la factorii endo- si exogeni [460]. Conservatismul proceselor
proliferative asigura posibilitatea utilizarii diferitilor parametri ai diviziunilor celulare in studiile de
monitoring.

Meioza si semnificatia ei In asigurarea stabilitatii si variabilitatii genetice. Meioza
reprezintd un eveniment crucial in ontogeneza plantelor cu inmultire sexuata, constituit din doua
diviziuni succesive precedate de o singurd rundi a replicdrii materialului genetic. In timp ce
diviziunea a doua cuprinde segregarea cromozomilor, proces similar celui realizat in mitoza, in
cadrul primei se desfdsoara momente unice ce au la bazd conjugarea cromozomilor omologi si
schimbul de gene ce cuprind in asamblu: (1) initierea; (i1) recunoasterea si conjugarea; (iii) formarea
sinapsei cromozomale; (iv) recombinarea [55].

Destinatia meiozei este de a realiza doud probleme majore: mentinerea stabilitd{ii genomului

si crearea unei diversitdfi genetice, la realizarea carora un loc important il detine conjugarea

cromozomilor omologi si recombinarea. In functie de gradul de condensare a cromozomilor omologi
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si realizarea complexului sinaptonemal se succed etapele meiozei, caracteristica cdrora este
prezentata in multiple analize bibliografice [182; 303; 322]. Pentru desfasurarea normala a meiozei
au fost descrise mai multe gene ce determina timpul desfasurarii, interactiunea dintre cromozomii
omologi, realizarea structurilor specifice acestui proces [259; 227; 415]. Catre anul 2000, prin
metode clasice au fost descrise circa 200 gene specifice meiozei si gametogenezei [342]. Prin
tehnica microarrays au fost identificate peste 1500 gene ce influenteaza expresia genelor, dintre care
cca 300 specifice meiozei si 600 sporularii si gametogenezei [40; 94], precum si alte cateva mii de
gene ce functioneaza simultan, cu efect de stimulare sau inhibare a celor specifice etapelor meiozei.

In vederea evaluarii complete a meiozei, conform Roeder G. [354], evenimentele desfasurate
in profaza I trebuie divizate in doud subetape distincte. Prima subetapa, tine de alinierea segmentelor
omoloage, dar fara realizarea conjugdrii, cea de-a doua referindu-se la conjugarea regiunilor
omoloage, formarea complexului sinaptonemal si realizarea crosing-over-ului meiotic.
Recombinarea meioticd este un proces complex, constituit din multiple faze ce implica
reorganizarea cromatinei, conjugarea cromozomilor si schimbul de fragmente ale catenelor de ADN
[37; 423].

Controlul genetic al recombinirii intre cromozomii omologi. in ultimele decenii au fost
obtinute succese considerabile in studiul mecanismelor recombindrii meiotice si reglarea acestui
proces. Pe exemplul a mai multor obiecte de studiu a fost descris si identificat un sir de gene
antrenate in desfasurarea recombindrii, stabilite etapele de includere a lor, interactiunea lor cu alti
factori [37;227; 259; 322]. In lucrarile expuse de citre Anderson L., Stack S. [37] este prezentat un
studiu detaliat al genelor antrenate in diferite procese meiotice la plante, ce includ conjugarea
cromozomilor omologi, formarea complexului sinaptonemal, schimbul de gene, precum si
segregarea cromozomilor. In general, este demonstrat, ci genele antrenate in reglarea recombinarii
meiotice sunt conservative, fiind stabilitd o inaltd omologie pentru diferite organisme, care admit
totodata si unele posibile abateri [372] (Tabelul 1).

Un moment important in demararea procesului de meioza ii revine asocierii presinaptice a
cromozomilor omologi [184; 442]. In vederea elucidarii particularitatilor conjugarii presinaptice si a
conjugdrii cromozomilor omologi se aplicd mai multe procedee genetice si citogenetice. Prin tehnica
FISH a fost evidentiata asocierea telomerelor, iar in unele cazuri si a centromerilor cu membranele

nucleare [54; 64] cu formarea asa numitelor buchete.
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Tabelul 1. Omologia si descrierea genelor asociate recombinirii meiotice (dupd [372] cu completari)

Drojdii, Gene omoloage la Speciae Descriere la plante Functie Referinte bibliografice
mamifere plante
SPO11 AtSPO11-1 A. thaliana Corespunde genei Spo-11. | Induce rupturi dublu catenare (RDC). Hartung, Puchta, 2000
AtSPO11-2si 3 A. thaliana Nou descrisa. Interactioneaza cu subunitatea B a TOP6. Hartung, Puchta, 2001
MRE11 AtMRE11 A. thaliana O copie. Complexul MREI1 si RADS50 prin intermediul | Hartung, Puchta, 1999
SPO11 realizeaza procesarea RDC; modifica | Gallego et al., 2001
XRS2 - Neidentificata la plante. compactizarea cromatinei. Grelon et al., 2001
RADS0 AtRADS0 A. thaliana O copie.
DMC1 AtDMC1 A. thaliana Doua familii de gene. Omoloaga genei Rad 51. Genereaza formarea | Couteau et al ., 1999
LIM15 L.longiflorum | Similara la drojdii. jonctiunilor hibride si asocierea cu nodulii | Dingetal ., 2001
OsDMC1 Oryza sativa recombinogeni (NR). Kathiresan et al., 2002
RiLIM15A i B 0. sativa Klimyuk et al., 2000
HvDMCI1 Zea mays Klimyuk et al., 1997
Hovulgare Pawlowski et al., 2004
PSH1 Zea mays Shimazu et al ., 2001
MND1 At MND1 A. thaliana Au fost izolate doua sub- Antrenatd in atasarea la ADN a complexelor | Gerton, DeRisi, 2002
O. sativa unitati (la om, fluturi), trei | proteice. Responsabild pentru replicarea, repararea | Ishibashi et al ., 2001
A. thaliana la ciuperci. si recombinarea AND-ului.
RPA
ATM Activarea initierii repardrii ADN 1n mitoza si | Garcia et al., 2000
destrutiilor in meioza. Component al NR.
RECQ A. thaliana Omologie cu cromozomii Se activeaza la etapele finale a repararii RDC, | Hartung et al ., 2000
HELICASES sexuali. probabil asociat cu structura Holliday. Asociat cu
CS si colocalizat cu Rad51/Dmel si Rpa.
MSH4,MSHS5 MSH2, MSH3, A. thaliana MutS-asociata cu familia Se activeaza la etapele finale ale recombindrii; | Culligan, Hays, 1997
MSH6, MSH7 Mismatch. conditioneaza formarea si interferenta cross-over- | Culligan, Hays, 2000
ilor.
MLH1 AtMLHI A. thaliana Omologie cu MutL. Interactioneaza cu MIlh3 in generarea cross-over- | Jean etal., 1999
ilor.
REC8/RAD21 DIF1/SYNI1 A. thaliana Familie mica de gene | Necesara pentru condensarea cromozomilor si | Bhatt et al., 1999
responsabild de coeziune. coeziunea  cromatidelor surori In  mitozd; | Dong et al., 2001
Prezintd o omologie joasd | condensarea si conjugarea cromozomilor in meioza.
cu genele la drojdii.
HOP1 ASY1si2 A. thaliana Similaritate la nivelul Asyl este asociata cu cromatina in proximitatea CS. | Caryl et al., 2000

aminoacizilor.

Armstrong et al., 2002
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Pe exemplul porumbului (Zea mays) este descris rolul genei PAMI in formarea
buchetului de cromozomi in profaza I meiotica [161]. Mutatia pshl, stabilitd de asemenea la
porumb, cauzeaza franarea repararii rupturilor ADN-ului dublu catenare, inducand asinapsia, dar
fara a influenta formarea buchetului de cromozomi [338]. Gena AHP2, descrisa la arabidopsis,
si stabilitd omoloagd cu HOP2 la Saccharomyces cerevisiae HOP2 [254] si S. pombe MEU13
[314], este cunoscutd drept reglatoare a conjugdrii cromozomilor, iar mutatia ei induce
fragmentarea cromozomilor si segregarea lor neechivalenta [259]. Mutatia acestei gene provoaca
diverse alterari, cum ar fi fragmentarea cromozomilor si segregarea neechilibratd a
cromozomilor [370]. Tot la arabidopsis sunt descrise genele SYNI1/DIF1 [62] si SWI1 [292]
necesare unei distribuiri stricte a cromozomilor intre celulele fiice. Inhibarea sau deletia ambelor
gene cauzeaza segregarea precoce §i fragmentarea cromozomilor Tn meiozd. Coeziunea
presinapticd a cromozomilor omologi poate fi afectatd si de rupturile dublu catenare [270],
influentand formarea complexului sinaptonemal si in cele din urma - recombinarea meiotica
[165].

Gena PAIRI1 la orez (Oryza sativa ssp. japonica, 2n = 24) este implicata in inducerea
sterilitatii feminine si masculine, rezultate in urma destabilizarii formarii bivalentilor [322].
Mutatia genei pairl este urmatid de abateri in formarea fusului de diviziune si sporulare. In
formarea sinapselor la orez a fost identificatd si gena PAIR2, gasitd ortoloagd genei HOPI la
S.cerevisiae s1 ASY1 la arabidopsis [53].

Procesul de conjugare al cromozomilor omologi se produce in profaza meiotica, fiind
asociat evenimentului de formare a sinapselor si de condensare a cromozomilor. Mecanismele
responsabile de realizarea sinapselor ramane a fi discutabild. Pe exemplul multor organisme,
inclusiv a plantelor si vertebratelor, a fost demonstrat rolul telomerelor in realizarea proceselor
de conjugare a cromozomilor omologi [259]. S-a stabilit, cd mutatiile ce cuprind regiunile
telometice diminueaza esential frecventa recombinarii meiotice [354].

Formarea complexului sinaptonemal este legat direct de procesul de inducere si reparare
a rupturilor ADN dublu catenare, proces catalizat de SPO11 prin asistenta unui numar extins de
produsi ai altor gene [184; 227; 250]. Pentru ciupercile pluricelulare, fluturi, viermi, precum si
plante, mamifere a fost stabilit un inalt conservatism in inducerea acestui proces [227].

La etapa de initiere a sinapselor se remarca aparitia unor corpusculi elipsoidali de-a
lungul elementelor centrale (nodulii timpurii) [37]. Functia acestor structuri este asociatd cu
recunoasterea si alinierea segmentelor omoloage, constituind locul localizarii complexului
proteic RAD51-p/DMC1-p, RAP-p si ATM-p. Majoritatea nodulilor timpurii disociaza la

mijlocul pachitenului, mai departe perpetuind doar cei implicati in schimburile reciproce, acestea
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din urma fiind denumiti noduli tardivi. Numarul si localizarea lor este asociatd cu chiasmele
[302; 442]. Primele relatari despre chiasme se constata la Janssens F. in lucrarile publicate in anii
1909, 1924 [239]. Actualmente, frecventa chiasmelor per celuld si pozitia lor sunt considerate
parametri citogenetici eficienti in aprecierea crossing-over-ului si a recombindrii meiotice [57].
Frecventa chiasmelor per celuld releva numarul de cross-overe realizate, iar distributia lor per
bivalent - locul realizarii schimburilor cromatinice [204; 213]. Imai H. si coaut. [204] postuleaza,
ca chiamele interstitiale in diachinezd sunt distribuite aleatoriu si aproape uniform pe toata
lungimea bivalentului cu exceptia regiunilor centromerice si telomerice. Autorii considera, ca
frecventa chiasmelor depinde direct de numarul de cromozomi si este un parametru specific,
adaptat pe durata evolutiei speciei.

In conditii conventionale, este necesar cel putin un schimb per bivalent, ceea ce ar
permite conjugarea si separarea echivalentd a cromozomilor. Numarul si locul realizarii
crossing-over-ului sunt limitate de interferenta genelor [303]. Se considera, cd frecventa si
distributia chiasmelor sunt genetic determinate, detinand valori diferite pentru indivizii masculini
si feminini [242].

Gradul de condensare al cromatinei si organizarea structuralda a cromozomilor joacd un
rol determinant in aprecierea locului realizirii crossing-over-ului. In rezultatul evaludrii
frecventei recombindrii la diferite organisme, Anderson L. and Stack S. [37] au stabilit, ca
lungimea totald a SC in pachiten coreleazd cu marimea genomului cu exceptia drojdiilor pentru
care au fost remarcate 100 cross-overe la 10 Mbp si 29 mm CS (2n=32), comparativ cu 10 cross-
overe per 180 Mb si 145 mm CS la arabidopsis (2n=10) si 40 cross-overe per 17 330 Mbp si
1475 mm CS la grau (2n=42).

In general, chiasmele sunt mai frecvente in zonele eucromatinice, cu gene active si mai
reduse in heterocromatind ce contine secvente repetitive. La drojdii recombinarea se produc
preferential in regiunea promotorului si coreleaza si activitatea ADN-azei [427], acestea fiind
considerate site-uri ferbinti [65]. In general, site-urile recombinogeme fierbinti corespund
regiunilor cu continut sporit de CG si a profilurilor transcriptionale, in timp ce regiunile
telomerice si centromerice se caracterizeaza printr-un numar redus de cross-overe [154; 233].

La arabidopsis, Fransz P. si coaut. [142] constatd site-uri recombinogene fierbinti
aferente cromatinei decondensate, iar in regiunea centromerilor supresia recombinarii [175].
Date similare au fost remarcate si pentru porumb [433].

Pentru diverse organisme este stabilit rolul heterocromatinei centromerice in asigurarea
coeziunii cromatidelor surori [326]. Totodata, rolul acestor regiuni in formarea chiasmelor este

discutabild. Navas-Castillo J. si coaut. [316] puncteazd, ca fluctuatia cantitatii de
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heterocromatind influenteaza redistribuirea chiasmelor, iar Suja J. si coaut. [395] raporteaza, ca
distributia chiasmelor de-a lungul bivalentior este independentd de natura segmentului
(heterocromatinad/eucromatina).

Torrezan R. si Pogliarini M. [405] au demonstrat, cd frecventa chiasmelor si
terminalizarea lor poate fi afectatd de multipli factori precum gradul de compactizare al
cromatinei, rearanjamentele structurale. Astfel, autorii mentioneazd o crestere a frecventei
chiasmelor, Indeosebi a celor interstitiale, in diploten si reducrea lor in diachineza ca consecinta
a sporirii heterocromatinei, sugerand ideia deplasarii chiasmelor localizate in zonele eucromatice
spre sectoarele de heterocromatind, acestea din urma servind drept barierd pentru terminalizarea
lor. Ulterior, supozitia terminalizarii chiasmelor a fost combatuta si prin rezultatele expuse de
Ata A. si coaut. [57], Wada M. si Imai H. [418], conform cédrora asa numitele chiasme terminale
reprezintd asociatii achiasmatice a regiunilor telomerice ce detin rol prioritar in disjunctia
bivalentilor in anafaza. Date similare in sustinerea confirmarii lipsei terminalizarii chiasmelor
este expusd si de Mezard C. [293]. Astfel, in studiile citogenetice, numarul si localizarea
chiasmelor sunt considerate indici relevanti in aprecierea valoricd a crossing-over-ului si analiza
recombindrii meiotice.

Recombinirea somatica — sursia de generare a variabilitatii genetice la plante.
Genomul plantelor se caracterizeaza printr-un continut inalt de secvente de ADN repetate in
tandem, care constituie o preconditie pentru recombinarea somaticd ce au la bazd schimburile
intre cromatidele surori (SCS, Sister Chromatid Exchange). SCS sunt frecvent stabilite 1n
procesul de examinare a diviziunilor mitotice la mai multe organisme si pentru diverse situatii
patologice. Conform datelor unor autori SCS se pot produce cu o frecveta redusd si spontan
[247]. Majoritatea cercetatorilor sustin opinia expusd de catre Wolff S. si coaut. [425], conform
careia formarea SCS este legata de procesele de sinteza ale ADN-ului. Cert este stabilit, ca cauza
formarii SCS sunt rupturile bicatenare nereparate la momentul replicarii ADN-ului [224], precum
si de abaterile procesului de reparatie a acestor rupturi [209; 321]. Geneza SCS este condifionata
de momentele de replicare ale ADN-ului si anume de formarea furcilor replicative, momente in
care poate avea loc recombinarea intre cromatidele surori. Conform modelului replicativ de
formare a SCS propus de Painter R. [330], repararea rupturilor bicatenare produse la hotarele a
doua clastere de repliconi decurge asincron. O asemenea situatie poate fi generata de o viteza
diferita a procesului de replicare, precum si de modificarile structurale in molecula de ADN.

Conform modelului clasic de reparare a rupturilor dublu catenare ale ADN-ului in
procesul replicdrii reparative, intre catenele cu aceiasi orientare are loc formarea legaturilor

covalente cu formarea structurii Holliday [124]. Formarea legaturilor covalente poate fi urmata
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sau nu de procesul de recombinare. Modelul dat este mai frecvent constatat in cazul repararii
meiotice, cu toate cd poate fi aplicat si pentru mitoza, inclusiv la plante. Rezultatul unei
asemenea reparatii poate fi inalt mutagenic, daca in procesul de recombinare vor fi antrenate
consecutivitati nealele. Conform modelului SDSA (Synthesis-Dependent Strand Annealing), in
calitate da matritd pentru reparare sunt antrenate succesiunile omoloage ale cromatidei surori,
cromozomilor omologi sau succesiuni din alte pozitii ale genomului. Rezultatul repararii nu are
efect mutagenic, daca 1n reparatie sunt antrenate succesiunile omoloage ale cromatidei surori, n
celelalte cazuri reparatia derivand cu conversii. Experimental, a fost stabilit, cd SDSA prezinta
calea esentiald de reparare mitotica la eucariote.

Pentru supravietuirea celulelor in cazul rupturilor dublu catenare, in molecula de ADN
pentru celulele atat procariote, cat si eucariote, inclusiv la plante, este descrisa calea de reparatie
recombinativd. Reparatia recombinativa este, de asemenea, un mijloc de restabilire a legaturilor
intra- §i intercatenare, precum si a rupturilor monocatenare. Modelul SSA (Single Strand
Annealing) explica reparatia in sectoarele repetate in tandem si este intotdeauna urmat de
pierderi de informatie geneticd din cauza deletiilor sectoarelor intermediare dintre sectoarele
omoloage antrenate in reparatie.

Pentru evidentierea frecventei si distributiei SCS, in studiile citogenetice se aplica
coloratia diferentialda a ADN-ului bazatd pe utilizarea 5-brom 2-deoxiuridinei (BrdU) pe
parcursul a trei diviziuni succesive, confrom careia se evidensieaza in a doua si a treia diviziune
SCS produse in acelasi locus (Figura 1.3).

in baza aplicarii acestui protocol a fost constatat, cd mitomicina C, razele ultraviolete,
etilmetansulfonatul, radiatiile ionizante cauzeaza formarea de SCS in limfocitele umane in
conditii in vitro, cu o frecventd majora ce se pastreaza pe parcursul a catorva generatii, dar care
nu se produc 1n acelasi locus [103].

[leneBuna WM. si coaut. [481] au remarcat mentinerea unui procent inalt al SCS pe
parcursul a 16 generatii in cultura de celule initial iradiate. Conform autorilor, SCS erau atestate
in aceleast loci, totodatd pe parcursul generatiilor puteau fi evientiate celule cu o rata sporita de
SCS neevidentiate in liniile celulare neiradiate. In urma analizei SCS in liniile celulelor de
harciog expuse razelor gama in doza de 3Gy, Kyapsmosa O. si XKnoba A. [472] sustin, ca
schimburile intre cromatide se formeaza pe parcursul a trei generatii succesive in aceleasi loci.
Totodatd, in prima generatie a variantei cu iradiere, autorii constata celule cu multiple SCS care
lipsesc la martor si in urmatoarele generatii. Autorii concluzioneazd, ca aceste celule sunt

eliminate in diviziunile ulterioare.
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Fig. 1.3. Schema de incorporare a BrdU cu formare de SCS pe parcursul a trei diviziuni
celulare succesive (dupa [353]).

Se considerd, cd rata SCS coreleazd direct cu marimea genomului [356]. Raposo A. si
coaut. [347], in urma unor analize cantitative ale ADN-ului si numarului de SCS la porumb
indica cad In medie un schimb cromatidic revine la aproximativ 0,9 pg de ADN. De asemenea,
autorii remarca, cd distributia SCS este dependenta de lungimea bratului cromozomal.

Se considera, cd in formarea SCS nu se admit erori, iar in timpul realizarii schimburilor
reciproce nu se produc alterdri structurale aditionale. Gratie conservatismului proceselor ce stau
la baza formarii SCS, procedeul dat este utilizat pe larg drept un test al genotoxicitdtii [130],
fiind aplicat in evaluarea efectului mutagen al diferitilor compusi atat la plante, cét si la animale.
In urma studiului influentei unui sir de diverse substante (etanolului, oxidului de crom,
benzosulfamidei de sodiu, fluorouracilului, acidului ascorbic) in inducerea SCS la plante (Vicia
faba, Hordeum vulgare, Secale cereale), in limfocitii umani si celulele splinei la soricei au fost
constatate tendinte similare in efectele stabilite, indiferent de obiectul studiat [441]. Conform

autorilor, in scopul studierii efectului genotoxic al diferitelor preparate, tehnica de evidentiere a

58



SCS la plante este mai simplista si este recomanda utilizarea plantelor in calitate de obiecte-test
in stabilirea toxicitatii substantelor.

Amestecul dintre bisulfitul si sulfitul de sodiu induce majorarea frecventei SCS si a
micronucleelor la orz. In concentratii majore (0,5-30,0 uM) dioxidul de sulf inhiba activitatea
mitotica si proliferarea celulelor. in concentratii reduse (0,1 pM) acest compus poate stimula
cresterea radacioarelor la orz [434]. De asemeana la orz, s-a stabilit, cad acidul ascorbic,
mitomicina C, adriamicina si hidrazinul maleic majoreaza frecventa SCS. S-a stabilit, ca acest
efect poate fi inhibat de compusii sulthidrici, asa ca cisteina si glutationul [436]. Autorii au
stabilit o corelatie directd intre cantitatea de radicali liberi produsi de compusii utilizati si
frecventa SCS.

Studiile de toxicitate au demonstrat, ca arsenul continut in apele potabile din Zimapan,
Hidalgo, Mexico induce majorari esentiale ale frecventei SCS la bob (p<0,001) [162]. Autorii au
stabilit o dependenta directa intre rata SCS si concentratia arsenului. De asemenea seleniul, sub
forma de selenit de sodiu, in concentratii de la 0,01 panad la 10,0 mg/l cauzeazad cresterea
frecventei micronucleelor de 1,9-3,9 ori si de 1,5-1,6 a SCS la bob [435].

Deoxinucleotidele trifosfat modifica rata SCS in radiculele de orz si bob, stabilind un
efect dependent de doza [430]. dATP induce micsorarea frecventei SCS, in timp ce dGTP
provoacd majorarea SCS la ambele specii studiate. Autorii remarcad specificitatea tratarii cu
dCTP precum si dTTP. Conform efectului indus ambii compusi majoreaza frecventa SCS la orz,
si o reduc la Vicia faba. Pentru ambele specii s-a stabilit, cd efectul Inregistrat pentru dGTP
poate fi redresat prin aplicarea celorlalte deoxinucleotidelor trifosfat (dAATP, dCTP sau dTTP).
Tratarea plantelor cu amestec in proportii egale de deoxinucleotide trifosfat nu genereaza aparitia
de SCS. Autorul sugereazd ideea, ca fluctuatiile In coraportul acestor compusi poate fi o cauza a
aparitiei SCS la plante.

De asemenea s-a studiat efectul produs de 10 aminoacizi asupra frecventei SCS in
limfocitele de om si 6 la plantele de orz. Rezultatele obtinute au demonstrat, cd alanina,
fenilalanina, glicina, valina, histidina, lizina si serina induc majorarea SCS in limfocite, In timp
ce treonina, izoleucina, lizina si arginina nu conditioneaza formarea de SCS. Prin utilizarea
orzului ca test-sistema a fost confirmata calitatea de inductori ai SCS pentru aceiasi aminoacizi,
cu exceptia lizinei. Autorii remarca insutirile inhibitoare ale lizinei in inducerea de SCS [441].

Sporirea frecventei SCS in cazul infectiilor virale este demonstratd pentru virusurile B si
C ale hepatitei in limfocitele pacientilor cu ciroza [408]. Sporirea SCS si indicele mitotic

scazut, conform autorilor, reflecta efectul genotoxic al aestor virusuri.
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In pofida multitudinii studiilor in acest domeniu, mecanismul de formare a SCS nu este
stabilit definitiv. Se considerd, ca livrarea SCS depinde de inducerea de rupturi duble in catena
de ADN, dereglarea procesului de reparare a rupturilor si replicare a ADN-ului, precum si de
degradarea activitatiit ADN-polimerazei, iar numarul SCS este un parametru utilizat cu succes in
studiile de toxicologie si mutageneza [205]. In aceastd directie plantele constituie obiecte
eficiente de studiu 1n aprecierea gradului de poluare a mediului inconjurdtor, potentialului
mutagen al diferitilor factori, avand ca criterii indici ai diviziunilor mitotice — frecventa
aberatiilor cromozomale, schimburile Intre cromatidele surori [32].

Cercetarile din domeniu demonstreaza clar, ca cresterea si dezvoltarea plantelor sunt
determinate de multiple interactiuni dinamice a factorilor ereditari cu cei de mediu, conducand la
formarea matricei structurale si bazei functionale a organismelor (ADN, ARN, proteine,
metaboliti, organite, celule, tesuturi, organe, etc.) [21]. Conform autorilor o prioritate strategica a
stiintelor biologice moderne reprezintd investigatiile sistemice, axate pe identificarea
conexiunilor la diferite niveluri de organizare a materiei vii, precum si elucidarea unor noi
aspecte moleculare ale fenomenelor biologice generale. Pentru identificarea bazei genetico-
moleculare a rezistentei este important selectarea elementelor implicate in crearea reactiilor de
raspuns (gene, familii de gene, marcheri moleculari) si se impune adoptarea unor abordari

integrative axate pe cuantificarea acestor factori [20].

Concluzii 1a Capitolul 1

Din literatura de specialitate se constatd cunoasterea bazelor genetice ale interaciunii
gazda-patogen pentru plantele de cultura si agentii fungici sau organisme daunatoare [19; 22; 20;
24; 25]. Efectul micozelor asupra plantelor de cultura este determinat de capacitatea de
interactiune a plantei-gazda cu patogenul, adicd de capacitatea de a forma fitopatosisteme, iar
cale genetica [18].

Totalizdnd informatiile bibliografice se constata lipsa datelor privitor la aspectele
citogenetice ale patogenezei virale, precum si evidenierea influentei virusurilor asupra
descendentilor plantelor infectate.

Complexitatea procesului de patogenezd virala determind importanta studiului
comparativ al sistemelor gazda-patogen formate in baza virusurilor cu diferite tipuri de
genomuri (ADN, ARN), precum si mecanisme de replicare (citoplasmatica, nucleard) in
dependenta de tipul reactiei genotipului gazdei (susceptibilitate, toleranta).

In contextul constatirilor bibliografice au fost formulate obiectivele cercetirii:
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e studiul structural, citogenetic al modificarilor induse de infectiile virale in tesuturi
compatibile procesului infectios (organe vegetative si reproductive), celule necompatibile
pentru germenii virali (microspori) la plantele de cultura (orz, tomate, varza) infectate cu
virusuri ARN sau ADN;

e evaluarea variabilitatii genetice la plantele infectate si descendentii obtinuti in

conditii de patogeneza virala.
Interpretarea sistemicd a rezultatelor va permite estimarea mecanismelor implicate in

procesul de patogeneza virald; aprecierca rolului infectiilor virale in generarea

variabilitatii genetice.
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2. CARACTERISTICA MATERIALULUI BIOLOGIC SI METODELOR DE

CERCETARE

2.1. Materialul si metodologia cercetarii

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 selectate gazde compatibile ce asigura reproducerea si propagarea

sistemica a infectiei virale Tn organismul plantei.

Materialul biologic de studiu. In calitate de material biologic au servit genotipuri de

tomate, orz si varza (soiuri, varietdti spontane) ce au prezentat sensibilitate (susceptibilitate sau

tolerantd) la agenti virali ADN sau ARN constituenti pentru care transmiterea verticald (prin

seminte sau polen) a virionilor nu a fost inregistratd (Tabelul 2.1).

Tabelul 2.1. Sistemele gazda-patogen antrenate in cercetare

125-128, 148 nm).

Virusuri ARN Virus ADN
Virusul Virusul aspermiei | Virusul X al Virusul mozaicului | Virusul mozaicului
mozaicului tomatelor (VAT), | cartofului (VXC), | dungat al orzului conopidei
tutunului (VMT), | sferic, diametrul filamentos, (VMDO), particule | (VMCo), sferic,
liniar, lungimea particulelor 30nm. | lungimea liniare, rigide diametrul
particulelor 300nm. particulelor 750nm. | eterogene (108-111, | particulelor cca

50 nm.

Genotipuri gazda

Tomate (Solanum lycopersicum L.):
- soiurile Fachel, Nistru, Prizior, Elvira,
- soiurile cu gene de rezistentd la VMT Craigella (Tm-1/Tml) si
Craigella (Tm-2%/Tm-2%),
- specia spontana S. pimpinellifolium L.,
varietatea S. pimpinellifolium var. racemigerum.

Orz de primavara
(Hordeum vulgare

L.):

- soiurile Galactic,

Sonor, Unirea.

Varza alba
(Brassica oleracea
var. capitata L.):

- 8. Iuniscaia, Slava,
Amagher,
Haricovscaia,
Podaroc si
Moldavanca.
Conopida (B.
oleracea var.
botrytis L.).
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In scopul evidentierii particularititilor structurale si functionale cauzate de infectiile
virale la plantele infectate si descendentii lor au fost au fost utilizate specii autogame (tomate,
orz). Pentru asigurarea autopolenizdrii stricte, butonasele florale si spicele au fost izolate la
fazele premeiotice, iar fructele si boabele formate au fost utilizate in studiul formelor
descendente.

Cercetdrile structurale au fost realizate la nivelul tesuturilor si celulelor compatibile
procesului infectios (organe vegetative si reproductive), celulelor necompatibile pentru germenii
virali (microspori) la plantele de tomate si orz infectate cu diferite virusuri ARN (Figura 2.1.).

[ ~
< Aspecte structurale > . — -'?_ :

3 \ Regonerndl Evaluarea
Organe vegetative variantei
Tesuturi asimilatoare caracterelor
(ale mezofilului) Proliferare somatica cantitative

4 ———

%

Genotipuri sensibile

| autopolenizare DEsceRdent
b (liberi de germeni virali)

Organe reproductive
Tesuturi generatoare: (

v . . 3
®@® o . merlstel?le radiculare g/ Citogeneticaproliferérilorcelulare:\
AN o - tesuturi arhesporale - anomalii ale diviziunilor celulare,
Q.‘bi" (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.

L4 Aspecte functionale >

Fig. 2.1. Schema metodologica a cercetarilor (originald).

Impactul infectiilor virale (ARN si ADN) asupra proceselor proliferative a fost realizat la
nivelul tesuturilor generatoare (celule ale meristemelor radiculare, celule arhesporale), precum si
a tesuturilor calusale (celule somatice aflate in diviziune activa si diferentiere).

Pentru aprecierea efectului genetic al infectiilor virale au fost realizate studii comparative
ale actiunii razelor gama — factor mutagenic fizic pentru care este cunoscut mecanismul de

actiune asupra sistemelor biologice (tesuturi, celule).
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2.1.1. Caracteristica taxonilor de plante antrenate in cercetare

Tomatele (Solanum lycopersicum L., sinomin Lycopersicon esculentum Mill., 2n=24) au
fost reprezentate prin soiurile Prizior, Fachel, Nistru, Elvira, soiurile detinatoare de gene de
rezistentd la VMT: Craigella (Tm-2%/Tm-2%) si Craigella (Tm-1/Tm-1), specia spontana S.
pimpinellifolium L. si varietatea S. pimpinellifolium var. racemigerum.

Sotiurile Prizior, Fachel, Nistru si Elvira, Craigella (Tm-1/Tm-1) se caracterizeaza prin tip
de crestere determinat, specia spontand S. pimpinellifolium L. si varietatea S. pimpinellifolium
var. racemigerum — semi-indeterminat, iar Craigella (Tm-2*/Tm-2%) — indeterminat. La soiuri
tipul de inflorescenta reprezinta un racem tipic, iar la speciile spontane inflorescenta este o cima
scorpioida cu diferit grad de ramificare.

Specia S. pimpinellifolium L. — se caracterizeaza printr-o rezistenta relativa la fuzarioza,
verticiliozd, tolerantd la VMT. Detine continut major de substane uscate, caroten, zaharuri,
toleranta la temperaturi extremale [391].

Varietatea  S. pimpinellifolium var. racemigerum  (sinomin L.  esculentum  var.
racemigerum (L.) Miller) se distinge printr-un grad redus de atac cu fuzarioza, alternarioza,
septorioza, precum si VMT [391].

Soiurile Craigella (Tm-2%/Tm-27) si Craigella (Tm-1/Tm-1) se disting prin detinerea
genelor de rezistentd la VMT. Gena Tml a fost identificata la S. hirsutum, este localizata pe
cromozomul 2 si determind blocarea replicarii ARN-ului viral. Gena Tm-2* descrisi la
S.peruvianum, este situatd in apropierea centromerului cromozomului 7 si confera rezistentd la
propagarea virusului din celuld in celula [248].

In cercetare au fost utilizate trei soiuri de orz de primivari (Hordeum vulgare L.,
2n=14): Sonor, Unirea si Galactic. Conform mai multor autori, orzul este un obiect model
eficient in studiile citogenetice, aprecierea genotoxicitatii diferitilor factori [434]. Genomul
orzului este descris complet, cromozomii fiind notati prin simbolul H de la 1 la 7 (1H+7H). Este
0 specie autogama in majoritatea conditiilor climatice si, prin urmare, soiurile sunt, de obicei,
fenotipic si genetic uniforme. Soiurile incluse in cercetare sunt de primavara, detin spice cu
doua randuri, la care numai spiculetul central este fertil.

Soiurile Sonor si Galactic au fost create la IP Institutul de Cercetari pentru Culturile de
Camp ,,Selectia”, Balti, sunt omologate pentru cultivare in zona de Nord si Centru a Republicii

Moldova cu destinatie furajera si pentru bere.
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In scopul evaluirii citopatologiilor provocate de virusurile ADN componente, in cercetare
au fost incluse genotipuri de varza, germoplasma cu sensibilitate la VMCo.

Drept material biologic au servit sase soiuri de varza alba (Brassica oleracea var.
capitata L.): luniscaia (timpuriu), Slava (mediu), Amagher (tardiv), Haricovscaia (tardiv),
Podaroc (tardiv), Moldavanca (tardiv), un genotip de conopida (B. oleracea var. botrytis L.)

dovedite sensibile fata de VMCo.

2.1.2. Particularitatile agentilor virali studiati

Virusul aspermiei tomatelor (En. Tomato Aspermy Virus, TAV). Face parte din genul
Cucumovirus. Conform datelor descriptive VAT detine o raspandire larga, avand capacitatea de
a infecta peste 100 specii din 24 familii de dicotiledonate si 3 monocotiledonate. Majoritatea
plantelor gazda pentru VAT se referd la familiile Chenopodiaceae, Compositae si Solanaceae
[193].

Virionii VAT pot fi propagati de peste 10 specii de afide, iar transmiterea prin seminte
este descrisa numai pentru Stellaria media a izolatului din Campanula rapunculoides.

Severitatea simptomelor cauzate este determinatd in mare masura de izolatul virusului,
unul dintre cel mai agresiv fiind considerat cel al crizantemelor.

Tomatele infectate cu VAT sunt recunoscute dupd simptomele macrostructurale,
exprimate prin retardare in crestere, aspectul tufos, coloratie antocianica, lastarii superiori practic
nu fructifica, iar fructele formate sunt mici, deformate, cu mezoderm petrificat si cu putine
seminte. In dependentd de faza de infectare, sensibilitatea soiului, tulpina virusului si conditiile
climatice, pagubele provocate pot constitui peste 65% din recolta.

Virusul X al cartofului (En. Potato Virus X, PVX), reprezentant al genului Potexvirus,
infecteaza 240 specii din 16 familii, in special Solanaceae. Propagarea prin seminte a acestui
patogen nu este descrisd, Insd virionii se transmit facil mecanic si cu ajutorul insectelor, fiind
cunoscute ca vectori mai multe zeci de specii de afide.

Genomul viral este reprezentat de o molecula ARN monocatenara formata din 6435
nucleotide. Aproximativ 94% din masa moleculard a particulei o constituie componenta proteica
alcatuita din 1270 subunitati identice [196].

Simptomele macroscopice cauzate la tomate de VXC deseori pot fi confundate cu cele
produse de VMT sau VYC (virusul Y al cartofului, genul Potexvirus), fapt ce indica necesitatea
realizdrii diagnosticului virusologic pentru identificarea agentului cauzal. Plantele de tomate

infectate manifestd simptome variate in dependentd de soi, conditii de cultivare si se
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caracterizeaza prin decolorare slaba si difuza a tesuturilor internervuriene, prezentand un mozaic
verze-galbui.

Viroza provocata de VXC este deosebit de accentuatd in cazul infectiilor mixte (impreuna
cu VMT, VYC), care sunt frecvente in conditii de camp.

Virusul mozaicului tutunului (En. Tobacco Mosaic Virus, TMV), reprezentant al
genului Tobamovirus. VMT infecteaza 199 specii din 30 familii. Virusul se transmite usor
mecanic, cu ajutorul vectorilor, plantelor parazite. Nu este descrisa transmiterea prin seminte sau
polen. La tomate, VMT poate fi depistat pe suprafata semintelor, cauzand infectarea embrionului
in timpul germindrii [197].

VMT se propaga cu usurintd mecanic prin contactul dintre plante, frunze si prin ranile ce
apar la efectuarea lucrdrilor de intretinere a culturilor. Sursd de infectie o constituie solul,
inventarul de lucru, resturile de dupa recoltare a plantelor bolnave (radacini, tulpini, frunze).

La tomate provoaca clorozari ale limbului frunzelor, care se pot masca la temperaturi mai
inalte de +28°C. Atacul acestui virus se intdlneste in culturile de camp, sere si solarii, influentand
negativ dimensiunile, numarul si calitatea fructelor. Pierderile de recoltd, cauzate de mozaicul
tomatelor pot ajunge la 30-40%. Simptomele provocate de VMT, prin care se manifestd aceastd
viroza variaza mult, in dependenta de tulpina virusului, soiul plantei, faza de vegetatie, conditiile
de mediu. La genotipurile analizate in cazul mozaicului pe foliole apar pete verzui galbui, care
alterneaza cu portiuni de culoare verde marmoratd, limbul foliar este usor incretit, de forma
neregulatd. Plantele infectate au o crestere incetinita. Impactul asupra calitatii si cantitdtii recoltei
este mai putin evident comparativ cu cel produs de VAT sau VXC.

Virusul mozaicului dungat al orzului (En. Barley Stripe Mosaic Virus, BSMV),
reprezentant al genului Hordeivirus, este un virus tripartit cu genom multipartit, ARN
component. Sunt cunoscute 41 specii din 3 familii, ce reprezintd gazde susceptibile pentru
VMDO. In dependenti de soi, la orz se poate propaga prin seminte in proportie de 90-100%
[192]. Particulele virusului sunt depistate in frunze, teaca, tulpina, radacinile plantelor infectate.
Virionii VMDO sunt constatati in celule epidermei, mezofilului, floemului, xilemului [211]. In
celulele aflate in diviziune mitotica VMDO a fost descris printre microtubulii fusului de
diviziune, influentand activitatea normala a aparatului de diviziune celulara.

Virusul mozaicului conopidei (En. Cauliflower Mosaic Virus, CaMV) este reprezentant
al genului Caulimovirus ce include virusuri ADN dublu catenare, replicarea genomului carora
implica transcriptaza inversa. Majoritatea speciilor gazda se referd la fam. Brassicaceae, dar sunt
descrise tulpini care pot infecta sistemic si unele specii din fam. Solanaceae (genurile Datura si

Nicotiana). VMCo se propagad in mod nepersistent cu ajutorul unor specii de insecte, in deosebi

66



Mpyzus persicae, dar si prin infectare mecanicd [195]. Genomul VMCo constituie o molecula
circulard de ADN ce detine 8,0 kbaze. In baza genomului VMCo este construit vectorul ce detine
promotorul 35S VMCo, care se utilizeaza pe larg in lucrarile de transformare genetica [341].

In ciclul vital al VMCo este antrenatd transcriptaza inversi, enzimi implicatd in
transcrierea ARN-ului in ADN, similar retrovirusurilor animalelor [340].

VMCo este raspandit in toate tarile cu clima temperatd, atacul fiind de pana la 75%. Cu
toate acestea, in literatura de specialitate lipseau date privitor la identificarea acestui patogen in
conditiile Republicii Moldova.

Prin aplicarea procedeului de contrastare negativa [187] la unele plante de varza alba,
cultivate in camp deschis, si laur (Datura starmonium), specie ce prezintd gazda naturald pentru
VMCo, au fost vizualizate particule sferice, opace in marime de aproximativ 50 nm. Conform
rezultatelor testarii imunomicroscopice [296] si analizei ELISA (trusa de diagnostic SANOFI
DIAGNOSTICS Pasteur) VMCo a fost identificat la varza alba (B. oleracea var. capitata),
ulterior varza rosie (B. oleracea var. capitata f. rubra), conopida (B. oleracea var. botrytis), nap
turcesc (B. rapa rapifera ), ridiche (Raphanus sativus) ca rezultat al infectarii naturale. Virionii
VMCo au fost depistati solitar in plantd sau in complex cu alti germeni virali (preponderent
virusuri filamentoase). Plantele de laur purtatoare de germeni virali detineau modificari
macrostructurale profunde in deosebi la nivelul componentilor sferei reproductive (petale,
sepale, ovar). Izolatul din laur a putut fi usor transmis prin infectare mecanica la diferiti taxonii
de Brassicaceae.

Plantele de conopidd infectate mecanic cu VMCo au manifestat clarifierea nervurilor,
clorozarea sectoarelor internervuriene si benzi lungi de-a lungul nervurilor. In stadiile mai
avansate ale bolii pe frunze apar pete necrotice. La varza alba simptomele virozei se dezvolta sub
forma de mozaic, iar la etapele avansate de dezvoltare se constatd pete mici inelare (Figura

A.1.4.). Gradul de expresie al simptomelor este influentat de soi si conditiile de mediu.

2.1.3. Conditiile de cercetare

Cercetarile incluse in teza au fost desfasurate in Institutul de Genetica, Fiziologie si
Protectie a Plantelor in perioada 1994-2018.

Experientele au fost montate in conditii de solarii, camp si laborator (Laboratorul
Biotehnologii Vegetale). In serd plantele au fost cultivate in lizimetre sau in substrat sol,
mentinidnd conditii similare pentru variantele experimentale si martor.

Planificarea experientelor in camp a fost efectuatd in variante randomizate in trei repetitii

conform recomandarilor J/locriexos b. [461].
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Metodele de studiu ale aspectelor citogenetice a patogenezei virale au fost selectate
tindnd cont de specificitatea fiecarui sistem gazda-patogen si particularitatile biologice ale

taxonilor.

2.2. Metode virusologice de diagnostic si studiu al agentilor virali

2.2.1. Metoda de inoculare mecanica a plantelor experimentale

Toate cercetarile au fost realizate pe plante infectate mecanic cu extract vegetal proaspat
obtinut din plante infectate natural cu agenti virali. Ca sursd primara pentru VAT au servit
plantele de crizantema, VMT — tutun, VXC — cartof, VMCo — varza, VMDO - orz, cu simptome
specifice fiecarui agent viral, natura carora a fost confirmata prin metode de diagnostic (metoda
contrastarii negative, metoda imunosorbentd).

Plantele de tomate au fost infectate in faza de 3-4 frunzulite, cele de orz — 2-3 frunze, iar
de varza in faza de 2 cotiledoane.

Materialul vegetal ce a servit ca sursa de infectie a fost prelevat de la plante tinere, cu
simptome bine exprimate, diagnosticate infectate cu virusurile corespunzatoare. Frunzulitele
maruntite mecanic au fost macerate in piulite in solutie tampon fosfat (pH 7,4). Cu un tampon de
vatd, inmuiat in solutia de macerat, se trece, prin presare usoard, pe suprafata frunzulitelor
pulverizare cu praf de carbura de siliciu pentru producerea ranilor superficiale. Procedura de
infectare a fost mimatd si in variante martor, utilizand In acest scop solutia de tampon fosfat.
Infectarea a fost repetata la 3-4 zile. Identificarea plantelor bolnave a fost realizata prin metoda
contrastarii negative la 10-15 zile dupi infectarea mecanica. In studiile ulterioare au fost utilizate
numai plantele depistate purtdtoare de germeni virali, care au format varianta experimentala
,»virus” si cele lipsite de particule virale din varianta infectatd cu solutie tampon ce a servit drept
,,martor”.

2.2.2. Metoda de contrastare negativa bazata pe microscopia electronica prin
transmisie

Pentru depistarea plantelor infectate si celor sdnatoase s-a folosit tehnica de diagnostic
virusologic: metoda de contrastare negativa [187]. In acest scop au fost utilizate diferite tipuri de
tesuturi de la plantele analizate (fragmente de limb foliar, sepale, antere, seminte) din care a fost
obtinutd prin macerare in apa distilatd o masd omogena. Maceratul se aplicd pe o grila
microscopicd cu peliculd de formvar sau colodiu. Dupa contrastare cu solutie apoasa de acetat

de uranil 1%, preparatele au fost examinate in microscopul electronic prin transmisie EM 125 K.
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2.2.3. Metoda imunoenzimatica

(ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Pentru identificarea unor agenti virali
cum ar fi VAT si VMCo a fost aplicatd metoda imunoenzimaticd. Aceasta a fost motivat prin
faptul, ca spectrul gazdelor VAT este asemanator cu cel al Virusului Mozaicului Castravetilor
(VMC). De asemenea, particulele acestor virusuri, examinate prin procedeul contrastarii
negative, prezintd un aspect morfologic asemanator (particule izodiametrice cu diametrul de cca
30 nm). Este important sa mentionam, ca in literatura de specialitate lipsesc careva date privitor
la identificarea VMCo 1n conditiile Republicii Moldova, acesta fiind descris in térile vecine.

Pentru identificarea acestor patogeni au fost utilizate truse de diagnostic SANOFI
DIAGNOSTICS Pasteur.

Obtinerea extractului vegetal, aplicarea anticorpilor si a probelor in microplansete au fost
realizate conform procedeului propus de Clark M., Adams A. [96]. Rezultatul reactiei enzimatice

a fost apreciat dupa intensitatea reactiei cromatice.

2.3. Metode de inducere si studiu ale variabilitatii genetice

2.3.1. Metoda culturii in vitro

Metoda culturii in vitro este un procedeu sigur de inducere a polimorfismul genetic,
avand la baza variabilitatea somaclonala [155; 389]. Factorii inductori ai variabilitatii
somaclonale pot fi de natura genetica (aberatii structurale cromozomale: deletii, transpozitii sau
inversii, mutatii genomice: aneuploidii, poliploidii sau mixoploidii, mutatii genice) [249],
epigeneticd (metilari ale ADN-ului) [217], precum s1 mutatii ale genomului citoplasmatic al
AND-ului cloroplastelor si mitocondriilor.

In vederea evaluarii impactului infectiei virale in inducerea variabilitatii somaclonale ca
material biologic au servit cinci soiuri de varza alba (Amagher, Haricovscaia, Iuniscaia, Slava si
Podaroc) si soiul de conopidd Zavadovschii, infectate cu VMCo. Astfel, in scopul inducerii
culturii in vitro, de la plante testate purtitoare de germeni virali au fost selectate explante de
petiol, frunzi de aproximativ 1 mm’ din zone histologice similare cu simptome unimorfe
(sectoare clarifiate, enatii, sectoare hipercromatice), care au fost in continuare sterilizate si
inoculate 1n eprubete cu mediu nutritiv. Explantele variantei martor au fost supuse unei proceduri
similare. Initial au fost tatonate opt variante a mediului nutritiv Murashige, Skoog [312] cu

suplimentari de vitamine si hormoni (Tabelul 2.2).
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Tabelul 2.2. Compozitia de baza a mediilor nutritive pentru inducerea calusogenezei din
fragmente de mezofil

Compozitia mediului MS (Murashige, MS (Murashige,
Skoog, 1962) Compozitia mediului Skoog, 1962)

Cantitatea, mg/l Cantitatea, mg/1
NH4NO; 1650 Na,MoO4*2 H,0O 0,25
KNO; 1900 CuSO4*5 H,O 0,025
CaCl,*2H,0 440 CoCl, *6 H,O 0,025
MgS04*7H,0 370 Na,EDTA 37,3
KH,PO, 170 FeSO4*7H,0 27,8
(NH4),S04*H,0 - Vitamine:
KI 0,83 Inositol 100
H;BO; 6,2 Glicina 2
MnSO4*4 H,0 22,3 Tiamina HCl 0,1
ZnSO4*7 H,0 8,6 Piridoxin HCI 0,5

Acid nicotinic 0,5

Optim pentru calusogeneza s-a dovedit a fi cel suplimentat cu BA (0,5 mg/l), ANA ( 0,5
mg/1), chinetini (0,01 mg/l). In toate variantele de medii nutritive utilizate, drept sursi de carbon
a servit zaharoza (20 g/1), iar pentru solidificarea mediului s-a folosit agarul (7 g/1). Explantele au
fost incubate la intuneric la temperatura de 25+2°C pentru initierea calusurilor, apoi transferate in
incaperi cu un fotoperiodism de 16/8 ore, temperaturd 25+2°C si iluminare de 2000 1x. Evaluarea
calusogenezei a fost efectuata pe parcursul a patru luni.

Mentinerea calusurilor s-a realizat pe medii MS suplimentate cu BA (0,5 mg/l), ANA
(0,5 mg/l) pe parcursul a 4-5 subcultivdri realizate la fiecare 2-3 saptamani. Calusurile
morfogene au fost cultivate pe acelasi mediu nutritiv. Plantulele cu 2-3 frunzulite si o lungime de
5-7 cm au fost transferate pe mediu de inrddacinare MS (2 macro- si microelemente), lipsit de
hormoni.

Pe parcursul subcultivérilor in vitro a fost evaluata perioada de initiere a calusogenezei si
morfogenezei, apreciat aspectul si consistenta calusului, estimati urmatorii indici: explante
cultivate pe mediu; explante cu raspuns calusogenetic pozitiv; frecventa calusogenezei (numarul
explantelor cu raspuns/numarul total de explante x 100%); numarul calusurilor morfogene;
frecventa morfogenezei (numarul explantelor cu raspuns morfogen/numarul total cu raspuns x
100%). A fost calculata eficienta morfogenezei, ce constituie cota din calusurile subcultivate,

intensitatea regenerarii, reiesind din numarul de plante per calus regenerativ.
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2.3.2. Metoda mutagenezei experimentale

Una din cele mai aplicabile metode de inducere de forme noi in cadrul soiurilor este
mutageneza experimentala. Tradifional, 1n calitate de inductori sunt utilizati diversi factori fizici
si chimici.

Razele gama, aplicate pe larg ca factori mutageni, datoritd efectelor produse asupra
organismelor vii, se referd la radiatiile ionizante. Expunerea unui sistem biologic la radiatii gama
implicd doua tipuri de efecte: directe si indirecte. Influenta directd invocd formarea speciilor
radioactive de oxigen in urma radiolizei apei. Radicalii liberi rezultati in urma interactiunii
razelor cu moleculele organismelor vii induc modificari fiziologice, biochimice, structurale
[169]. Pe de alti parte, efectele indirecte ale radiatiilor afecteazi ADN celulelor. in functie de
doza se produc restructurari cromozomale si genomice [136; 411]. Gratie efectelor genetice,
razele gama sunt aplicate pe larg in ameliorarea plantelor de cultura. Actualmente, din cca 2570
forme mutante vegetale 1023 sunt obtinute prin utilizarea radiatiilor ionizante [34].

In cercetirile noastre au fost aplicate razele gama. In acest scop a fost folositi instalatia
RXM-y-20, unde in calitate de sursa radioactivi a servit elementul Co®.

Este cunoscut, cd in functie de doza de radiatie primita si sensibilitatea organismului,
efectele produse de razele gama pot fi diferite. In corespundere cu datele din literatura de
specialitate, au fost selectate dozele pentru iradierea semintelor de orz si plantulelor de tomate.

Iradierii au fost supuse soiurile de orz de primavara Galactic, Sonor si Unirea. Pentru
aceasta, jumatate din totalul de seminte incluse in experientd (nu mai putin de 500 seminte
pentru fiecare soi) au fost iradiate cu raze gama in doza de 100 Gy, 150 Gy sau 250 Gy. Dupa
doua zile de repaus toate semintele au fost sadite in cdmp conform standardelor agrotehnice.

Evidenta comparativd a influentei VAT, VXC si a razelor gama asupra proceselor
meiotice aufost analizatd la soiurile de tomate Prizior si Fachel. Dupd depistarea virionilor virali
in antere, lastarii cu butonase in faza premeiotica au fost excizati si iradiati cu raze gama in doza
de 20 Gy. La atingerea fazei meiotice (faza a VI-a a ontogenezei, ceea ce corespunde perioadei
de desfasurare a micro- si macrosporogenezei) butonasele au fost recoltate si fixate pentru

analizele citologice conform metodei descrise mai jos (subcapitolul 2.4.3).

2.4. Metode citogenetice de studiu

2.4.1. Microscopie electronica prin transmisie

Pentru evaluarea ultrastructurii celulelor plantelor sanatoase si infectate cu virusuri a fost
aplicata tehnica microscopiei electronice prin transmisie. In acest scop fragmente de tesuturi

vegetale (limb foliar, antere) au fost fixate Tn aldehida glutarica de 2%, pregatita in baza solutiei
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tampon cacodilat (pH 7,2), timp de 4 ore si postfixare in solutie de tetraoxid de osmiu 2% pe
durata a 2 ore, dupa deshidratare in solutii de etanol in concentratie crescanda piesele au fost
plasate in solutie de oxid de propilend. Deshidratarea a fost urmatd de impregnarea in amestecul
de oxid de propilend si rasini epoxide in raportul 3:1, 1:1 si 1:3. Incluzionarea a fost realizata in
amestecul de rasini epoxidice (DDSA, MNA si Epon 812). Sectiunile ultrafine, obtinute la
ultramicrotomul UMTP-4 (Sumi, Ucraina) si LKB UM III (Suedia), au fost contrastate in solutie
de acetat de uranil 2% si citrat de plumb, ulterior examinate Tn microscopul electronic prin
transmisie EM 125K sau JEM 100SX.

2.4.2. Metoda citologica de examinare a mitozei

Studiul diviziunilor mitotice a fost realizat pe preparate temporare dupd metoda clasica
(ITaymea, 1988). Semintele soiurilor de orz au fost etalate pentru germinare pe discuri din hartie
de filtru in cutii Petri Tn exces de apa. Dupa perioada de incubare specifica, determinata prin
cercetari preventive, varfurile radiculelor au fost fixate In amestecul alcool etilic: acid acetic
glacial (3:1). Dupa 12-24 ore fixatorul a fost inlaturat, iar materialul biologic — spélat cu alcool
etilic de 70° in doua repetari, fiecare a cate 15-20 minute. Pentru studiul citologic a fost utilizata
metoda squash de obtinere a preparatelor temporare. Masele celulare au fost colorate cu carmina
acetica timp de 2-3 ore. Pentru aceasta, cu ajutorul unui bisturiu se selecteaza doar varful
meristematic al radiculei. Ulterior materialul a fost acoperit cu o lamela si strivit atent.
Diferentierea a fost realizata cu acid acetic de 45%. Preparatele au fost studiate la microscopul
EUROMEX FE 2025.

Preparatele obtinute au fost utilizate pentru evaluarea valorii indicelui mitotic, precum si
pentru studierea spectrului si ratei aberatiilor cromozomale in mitoza.

Activitatea mitotica, reprezentatd prin indicele mitotic, a fost calculat aplicand
urmatoarea formula:

IM = (Np+Np+ Na+N1 / Ny #Np+Ny+ Na+Nt) x 100% , unde (2.1)

Np — numarul celulelor profazice,

Ny — numarul celulelor metafazice,

N4 — numarul celulelor anafazice,

Nt — numarul celulelor telofazice,

N;— numarul celulelor interfazice.

In celulele aflate in anafaza sau telofaza a fost evaluat spectrul si frecventa aberatiilor
cromozomale.

Pentru aprecierea indicelui mitotic, spectrului si frecventei aberatiilor cromozomale au

fost evaluate nu mai putin de 200 celule 1n trei repetitii.
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2.4.3. Metoda citologica de examinare a meiozei. Pentru examinarea meiozei au fost
utilizate anterele din mugurii florali aflati in faza meioticd (pentru tomate faza de butonizare,
lungimea anterelor de cca 1-2 mm), sau spiculete de orz (faza de burduf, lungimea anterelor cca
Imm) au fost fixate in amestecul alcool etilic: acid acetic glacial (3:1). Dupa 12-24 ore fixatorul
a fost inlaturat, probele biologice spalate in alcool etilic de 70° ulterior in apa distilata timp de
20-30 minute in doud-trei repetiri. In scopul asigurdrii unei coloriri mai eficace, s-a aplicat
prelucrarea cu mordant (alaun de fier de 8% timp de 40-60 minute). Pentru studiul citologic au
fost utilizate frotiuri colorate prin tehnica regresiva cu carminad acetica. Diferentierea colorarii s-a
efectuat cu acid acetic de 45%. In cazul reperirii profazei I meiotice, si anume a diachinezei
timpurii s-a realizat studiul numarului si tipului bivalentilor, parametri utilizai in evaluarea
recombindrii meiotice. Preparatele temporare au fost examinate in microscopul optic BIOLAR.

Tipul bivalentilor a fost estimat conform configuratiei in dependenta de pozitia coeziunii
sinaptice intre bratele cromatidice. Din punct de vedere citogenetic, configuratia bivalentilor
permite evaluarea crossing-over-ului meiotic. In corespundere cu locul realizarii lui se constati
formarea chiasmelor care se considerd a fi expresia citologicd a crossing-over-ului, iar numarul
si distributia lor reflectd locul si gradul recombinarii meiotice.

Conform numarului si pozitiei chiasmelor in diachineza, bivalentii au fost clasificati in
grupe: 1 interstitiala ( I), 2 interstitiale (II), 1 terminald (T), 1 interstitiala +1 terminala (I+T), 1

terminald + 2 interstitiale (T + II), 2 terminale (TT), 2 terminale + 1 interstitiala (TT+I),

univalenti (0) [203] (Figurile 2.2 si 2.3).
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Fig. 2.2. Reprezentarea diferitelor tipuri de bivalenti la tomate (S. lycopersicum L.):

A) bivalent cu o chiasma interstitiala; B) bivalent cu doua chiasme interstitiale; C) bivalent
cu o chiasma terminald; D) bivalent cu o chiasma terminala si una interstitiala; E) bivalent
cu o chiasma terminala si doua interstitiale; F) bivalent cu doua chiasme terminale;

G) bivalent cu douia chiasme terminale si una interstitiala; H) univalenti (x 1500).

M O AN O e

Fig. 2.3. Reprezentarea diferitelor tipuri de bivalenti 1a orz (H. vulgare L.): A) bivalent cu o
chiasma interstitiala; B) bivalent cu doua chiasme interstitiale; C) bivalent cu o chiasma
terminala si una interstitiala; D) bivalent cu o chiasma terminala si trei interstitiale;

E) bivalent cu doui chiasme terminale; F) bivalent cu doua chiasme terminale si una
interstitiala; G) univalenti (x 1500).

f
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Totodata s-au calculat suma chiasmelor interstitiale (SI), suma chiasmelor terminale (ST)
si suma totald a chiasmelor (S) la o celula mama a polenului (CMP).

Aberatiile cromozomale (procentul total, precum si spectrul lor) au fost apreciate in
anafaza — telofaza I sau Il

Un alt indice citologic de evaluare a regularitatii proceselor meiotice a constituit evidenta
frecventei tetradelor dupa tipul monade, diade, triade, tetrade sau poliade.

Distributia si tipul chiasmelor a fost apreciatd in baza a cel putin 60 CMP aflate in
diachineza. Spectrul si procentul aberatiilor meiotice, tipul tetradelor au fost estimate pentru

fiecare faza meiotica pe cel putin 300 CMP 1n trei repetitii.

2.4.4. Evidenta schimburilor intre cromatidele surori

Pentru studierea recombindrii mitotice a fost aplicatd metoda analizei frecventei
schimburilor intre cromatidele surori (SCS) in cromozomii mitotici din meristemele radiculare,
bazata pe incorporarea diferentiatd a segmentelor cromatidice cu 5-brom 2-deoxiuridind (BrdU).
In acest scop, semintele variantelor cercetate au fost germinate la intuneric pani la atingerea
lungimii radiculelor de 2-3 cm. Incorporarea BrdU a fost realizatd pe parcursul a doud cicluri
celulare prin etalare pe discuri expuse in amestec de 100 uM BrdU, 0,1 uM FdUrd si 5 uM Urd
[333]. Schema de fixare, macerare si colorare a materialului a fost selectata dupa [401]. Numarul
si pozitia schimburilor cromatidice per cromozom au fost apreciate conform coloratiei

diferentiate (Figura 2.4).

0 - .
S IR N
A ™3 C D | F ® G4
Fig. 2.4. Cromozomi metafazici la H. vulgare: A), B) cromozomi fara schimburi
cromatidice, C) reprezentare schematica a unui cromozom metafazic fara schimburi
cromatidice; D) cromozom cu un schimb cromatidic in bratul lung; E) cromozom cu cate
un schimb cromatidic in ambele brate; F) cromozomi cu multiple schimburi cromatidice;

G) reprezentare schematica a unui cromozom metafazic cu un schimb cromatidic (x 2000).

2.4.5. Reactia histochimica de deternimare a localizirii o-tomatinei. Studiul
localizarii a-tomatinei a fost realizat pe sectiuni semifine native a petiolilor de tomate. Pentru
identificarea granulelor de alcaloid a fost aplicatd colorarea diferentiatd cu solutia Dragendorff

formata din azotat de bismut si iodura de potasiu.
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2.5. Metode biochimice de studiu

2.5.1. Evaluarea polimorfismului peroxidazelor si esterazelor. Polimorfismul
enzimatic a fost apreciat in plantule juvenile de orz (2-4 frunzulite) crescute din boabe obtinute
in conditii de camp, de la variantele experimentale cu aplicare a infectiei virale separat si
complementar radiatiei gama.

Metoda electroforeticd de determinare a polimorfismului peroxidazelor si esterazelor a
fost realizatd conform [397]. Pentru extractie a fost utilizata solutia tampon ce contine Tris-HCI,
clorurd de magneziu si zaharozd, pH 8,3. Pentru pregitirea extractului, materialul vegetal
(fragmente de limb foliar) a fost macerat in solutie tampon (0,1 M) 1n raportul 2:1 si centrifugat
timp de 15 min la 8000 rot/min. Electroforeza a fost desfasuratd 1in placi verticale in gel de
poliacrilamida la curent continuu de 20 mA timp de 4-6 ore.

Pentru peroxidaza, gelurile au fost colorate in solutie tampon de acetat (pH 4,6)
suplimentatd cu benzidind R (0,2%) si peroxid de hidrogen (10%), iar pentru esteraza — in
amestecul de o si f naftilacetat. Pentru vizualizarea profilurilor esterazei, gelurile au fost plasate
la intuneric pentru 4-8 ore, iar dupd incubare au fost fixate in acid acetic de 7% pentru 2 minute.

Mobilitatea relativa a izoformelor (Rf) a fost calculata dupa linia n gel, conform formulei
Rf =R, unde r; este distanta de la start pana la pozitia izoformei, iar R — distanta de la start
pana la linia de iesire creatd de bromfenol.

Activitatea peroxidazei si polifenoloxidazei a fost determinatd spectrofotometric in

extracte proaspete ale tesuturilor mezofiliene [462 ].

2.5.2. Analiza electroforetici a hordeinelor. Cariopsele mature, uscate au fost
decorticate, macinate marunt pana la faina. Pentru fiecare varianta a fost luatd randomizat cate o
proba medie din cca 25 seminte din fiecare repetitie. Extractia a fost realizata 1n solutie alcoolica
de 80" timp de 3,5 ore conform [118]. Electroforeza a fost desfasuratd in geluri verticale
poliacrilamidice cu dodecilsulfat de sodiu (SDS-PAGE) de 12,5% dupa Shewry P. si coaut.
[379] la curent continuu de 20 mA. Dupa fixare in acid acetic de izopropanol - acid acetic - apa
distilata (1:1:8), gelurile au fost colorate In Coomasie blue R-250. Drept marcheri moleculari au
servit proteinele standard a setului Fermentas SMO061 (170; 130; 95; 72 (rosu); 55; 43; 34; 26;
17; 10 (verde). Dupa spalarea gelurilor pentru decolorarea fonului, au fost descrise
densitogramele spectrelor electroforetice cu ajutorul densitometrului SOFT LASER (modelul

SL-2D/1D UV/VIS - SUA).
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2.5.3. Metode de determinare a substantelor uscate, aciditatii si continutului de
zahar

Continutul substantelor uscate in frunzele de varza a fost determinat prin metoda uscarii
in etuva conform [462, p. 25]. Probele vegetale au fost uscate la 103+2°C timp de 4-4,5 ore:
dupa racire intr-un exsicator au fost cantarite si procedura de uscare repetata in aceleasi conditii
pentru 1,5-2 ore, iar dupa racire in exsicator — recantarite. Procedura de uscare si cantarire a fost
repetatd pana la obtinerea unor date constante.

Cantitatea de apa (Q) din proba a fost calculata dupa formula:

Q =m-m;/m,*100%, unde (2.2)
m — masa flaconului cu proba, g;
m; — masa flaconului cu proba dupa uscare, g;

m, — cantitatea de produs luata pentru analiza, g.

Substanta totald uscata a fost calculata prin diferenta, folosind urmatoarea relatie:
S.U.T. (%) = 100-Q (%) (2.3)
Cantitatea de substante uscate in fructele de tomate a fost calculatd prin metoda
refractometrici. In acest scop a fost utilizat suc proaspat pregitit prin omogenizarea
mezocarpului fructelor coapte conform recomandarilor [462, p. 26]. Indicele de refractie a fost
determinat in trei repetitii, tinand cont de temperatura din incapere.
Continutul substantelor uscate solubile a fost calculat dupd formula:
Substanta uscatd (% ) = [-m;/m, unde
I — valoarea indicelui de refractie cititd pe scara refractometrului,
m; — masa omogenizatului, g
m — masa probei luate pentru determinare, g.
Procentul de substanta uscata a fost apreciat corespunzator tabelului indicelor de refractie
[462, p. 27]. In calcul a fost luati media aritmetica a trei determinari, tinand cont de temperatura
din incapere.
Aceleasi probe au servit si pentru aprecierea aciditatii totale prin metoda de titrare Tn baza
recomandarilor dupa EpmakoB A. u np. [462]. Continutul zaharurilor a fost determinat

refractometric dupd [1nemxos b. [483]. Toate analizele au fost efectuate In 5-6 repetitii.

2.6. Analiza expresiei genelor prin Real-Time PCR (qPCR)
Materialul biologic. Expresia genelor asociate stresului oxidativ si procesului de

patogeneza a fost evaluatad in plantulele de orz obtinute de la organisme infectate cu VMDO si
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descendentii lor. Plantulele de orz au fost crescute in vase de plastic in amestec de sol, turba si
nisip (cate trei vase a cate 6 plante pentru fiecare variantd). Pentru controlul conditiilor de
cultivare vasele au fost plasate in camera climatica (Sanyo chamber). Materialul vegetal pentru
analizd (0,3 — 0,5 g din partea medie a frunzulitelor tinere) a fost colectat la etapa de 3 frunze,
congelat si stocat in azot lichid la -80°C.

Extragerea ARN-ului. Extragerea ARN-ului s-a efectuat utilizind 7RI Reagent
(AM9738, Applied Biosystems) conform protocolului propus de producdtor. Cantitatea si
calitatea ARN-ului a fost estimata spectrofotometric (A 260/280 nm) si prin electroforeza in
conditii denaturante in gel de agaroza 1,4% cu solutie tampon MOPS-formaldehida.

Reactiile de revers-transcriptie au fost realizate pe ARN-ul total (600ng) tratat
preliminar cu RQI DNA-ase (Promega) pentru a evita o posibila contaminare cu ADN. S-a
utilizat RevertAid Reverse Transcriptase (#EP0441, Fermentas) cu primerii Oligo (dT);s
(#S0131, Fermentas), Random Hexamer (#SO142, Fermentas si alte componente ale mixului
de reactie conform recomandarilor producatorului.

Analiza expresiei genelor prin Real-Time PCR (qPCR) a fost realizata in volum final
20 pl care continea 10 pl Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (#K0221,
Fermentas) (conform recomandarilor producatorului) primeri in concentratie de 300 nM, 2 pl de
ADNCc diluat de noud ori. Amplificarea s-a realizat la amplificatorul DT-96, Rusia, conform
programului: 95,0 °C - 10 min; 5 cicluri cate 95,0 °C-10 s, 64,0 °c 20 s; 40 cicluri: 95,0 o
15 s, 60,0 °C — 40 s. Reactia de amplificare a fost urmatd de realizarea curbei de topire pentru
analiza prezentei primerilor dimerizati.

Confirmarea prezentei ampliconului specific s-a efectuat prin electroforeza in gel de
agarozi 2 %, solutia tampon TAE conform protocolului standard. In caltate de marcher ADN a
servit - MassRuler DNA Ladder Mix, ready-to-use (#SM0403, Fermentas).

Determinarea valorii Ct si a nivelului relativ de expresie a genelor studiate (raportate la
gena de referintd - a-tubulina) s-a realizat prin programul Real Time PCR v7.3 (Rusia).
Experienta s-a realizat in trei repetitii independente de sinteza a ADNc (pentru fiecare esantion
de ARN) si in repetitie dubla in qPCR (n=06).

Evaluarea nivelului de expresie a genelor prin PCR cantitativ. In acest scop au fost
utilizati primeri in baza secventelor a cinci gene: superoxiddismutaza (SOD, GenBank:
AK252295), ascorbatperoxidaza (APX, GenBank: AJ006358) proteinele asociate patogenezei
PR-3 (GenBank: AJ276226), PR-5 (GenBank: AJ276225) si PR-10 (GenBank: AJ220734)
(Tabelul 2.3).
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Tabelul 2.3. Succesiunea primerilor pentru analiza PCR

Gena Succesiunea nucleotidica Lungimea Numarul de
ampliconului, inregistrare a
p.b.n. genei in baza de
date NCBI
o-tubulina | 5'-CTCCATGATGGCCAAGTGTGA-3’ 126 Y 08490
5-ATGTCGCTTGGTCTTGATGGT-3"
sod 5'-CCGAAGATGAAATCCGCCAT-3" 126 AK?252295
5'-CGGCCAATGATTGAATGTGG-3’
apx 5'-CGGAGCTTTTGAGTGGTGACA-3’ 107 AJ006358
5'-CCGCAGCATATTTCTCCACAA-3"
PR3 5"-AGTTGGCCTTGACAAGAAGCG-3" 104 AJ276226
5'-CGCATAACGTCAAGGACGAAG-3’
PR5 5'"-ACGACATCTCGGTTATCGACG-3’ 153 AJ276225
5"-TTATTGCCACTGCAGGCGT-3"
PR10 5'-CTAGGGTGTTCAAGACGGA-3’ 122 AY?220734
5'-CCCTGAGCTTCGCCACACA-3’

In calitate de gena de referinta a fost utilizata gena a-tubulina (GenBank: Y08490) [489].
Expresia relativa a genelor fatd de gena de referinta a fost calculatda dupa Livak K. si Schmittgen
T. [268]:

22 unde ACt = Ct, gena — Ct, a-tubulina (2.4)

2.7. Evaluarea caracterelor cantitative

In descrierea populatiilor, inclusiv celor artificiale, sunt aplicate metode ale geneticii
cantitative, ce includ evaluarea variantei genetice si magnitudinea variantei fenotipice a
caracterelor [186]. Pentru analiza expresiei si interactiunii dintre caractere este impusd estimarea
individuala a acestora.

Aprecierea valorica a caracterelor cantitative a fost realizatd cu ajutorul metodelor
biometrice pentru indici dupa ghidurile UPOV aprobate pentru fiecare culturd [199].

In conformitate cu principiile generale si metodologia testirilor pentru tomate, au fost
examinati urmatorii parametri: ndltimea plantei; numarul de lastari roditori; numarul de
inflorescente, ciorchine, fructe per ciorchind/plantd; masa unui fruct, numarul de seminte;

continutul de zaharoza, substante uscate si aciditatea.
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Pentru evaluarea expresiei valorice a parametrilor cantitativi la regenerantii de varza au
fost analizati urmatorii parametri: (I1atimea si lungimea frunzei, numarul de frunzulite, lungimea
radacinii, tulpinii, continutul de substante uscate.

Caracterele metrice la orz au inclus naltimea plantei, frati fertili/planta, lungimea
spicului principal, lungimea ultimului internod, boabe/spic, greutatea boabelor/spic, greutatea a

1000 boabe.

2.8. Analiza statistica a datelor experimentale
In calitate de parametri statistici de baza au fost utilizati: media aritmetica si eroarea
(x£mx), abaterea standard (o), dispersia sau varianta (¢ %), coeficientul de variatie (CV) si

corelatie (r):

- media aritmetica I = (2.5)
X=—) X,
n i=1
- abaterea standard (o) i=n (2.6)
Z (xi - xn )2
o= i=l1
n—1
- dispersia sau varianta (¢ %) i(x; Cx ) (2.7)
0_2 — i=l1
n—1
- coeficientul de variatie, CV % CV=o0/x - 100% (2.8)
- coeficientul de corelatie Ixy = [(Sxy/n) - XinYm] /(0xGy) (2.9

Relevanta statistica (P) dintre valorile medii ale parametrilor studiati in diferite loturi s-a
calculat folosind criteriul Student:

t=X1-Xo/ v s21+522, unde (2.10)
X1 §1 X, - valorile medii aritmetice ale variantelor 1 si 2.

Aprecierea diferentelor semnificative s-a realizat prin testul Student. In prelucrarea
matematicd a datelor au fost utilizate pachetele de programe STATGRAPHICS Plus 2.1,
STATGRAPHICS 5, STATISTICA 6. Pentru stabilirea surselor de variatie (contributia
genotipului, agentului patogen) si a interactiunii acestora ca sursd de variatie a parametrilor

analizati s-a efectuat analiza variantei si contributia procentuala in baza testului ANOVA.
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Concluzii 1a Capitolul 2

1. Evaluarea citogeneticad a interactiunii dintre virusuri si plantele de culturd a fost
examinata 1n baza a 32 sisteme gazda-patogen, create tinand cont de particularitdtile agentului
viral si spectrul speciilor gazda. In calitate de gazde au servit 8 genotipuri de tomate dintre care 6
stabilite sensibile la VAT, VXC, VMT, 3 de orz de primavara susceptibile la VMDO si 7 de
varza cu sensibilitate la VMCo.

2. Identificarea agentilor virali si diagnosticul plantelor bolnave si sdnatoase au fost
realizate prin tehnici virusologice de studiu (tehnici ale metodei microscopiei electronice prin
transmisie: contrastarii negative, imunosorbente si metoda ultrasectiunilor).

3. Pentru inducerea variabilitatii genetice in sistemele gazda-patogen analizate au fost
utilizate mutageneza experimentald (iradiere cu raze gama) si cultura in vitro.

4. Impactul virusurilor patogene asupra plantelor gazda si generatiilor derivate de la
acestea a fost estimat prin metode citogenetice ce au scos 1n evidenta iregularitatile diviziunilor
mitotice si meiotice, evenimentelor de recombinare meioticd si mitotica. Aprecierea diversitatii
induse de infectiile virale la plantele infectate si generatiile acestora a fost apreciatd prin metode
biochimice de studiu (polimorfismul hordeinelor, peroxidazelor si esterazelor, continutul
substantelor uscate), moleculare (nivelul de expresie a unor gene asociate patogenezei si
potentialului oxidativ) si genetico-ameliorative (expresia caracterelor cantitative).

5. Veridicitatea datelor experimentale a fost realizatd prin teste statistice cu ajutorul

pachetelor de programe STATGRAPHICS Plus 2.1, STATGRAPHICS 5, STATISTICA 6.
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3. EXPERII CITOPATOLOGICE ALE VIROZELOR LA PLANTELE DE
CULTURA

Fitovirusurile sunt responsabile nu doar de pierderile cantitative, ci si de cele calitative
ale recoltei plantelor de cultura. Infectiile virale genereazd un sir de simptome determinate de
mai mulfi factori, principalii dintre care sunt reactia dintre genotipul gazdei si a virusului,
factorii de mediu. Fiind paraziti obligatori, virusurile sunt in dependenta totala plastica si
energetica de celulele vii infectate. Doar patrunderea particulelor virale in interiorul celulelor
produce modificari morfostructurale denumite simptome primare. Multiplicarea si distribuirea
agentului patogen prin organele plantei genereaza vaste reorganizari ale structurii interne

exteriorizate macroscopic.

3.1. Reactii citopatice induse de viroze la tomate

Conform unor date mai recente, in diferite regiuni din Intreaga Terra, tomatele sunt
afectate de cca 146 virusuri [191], dintre care 20 sunt economic importante, majoritatea dintre
acestea fiind descrise si pentru Republica Moldova. Impactul negativ provocat de fitovirusuri
variaza intre 10-80%, iar uneori poate atinge pana la 100%.

Cele mai raspandite boli provocate de virusurile fitopatogene la tomate sunt: mozaicul,
boala frunzelor de feriga, boala petelor de bronz. Mai frecventd si pagubitoare viroza este
consideratd mozaicul, care poate fi provocata de reprezentanti ai 7 familii (Tombusviridae,
Luteoviridae, Potyviridae, Flexiviridae, Bromoviridae, Bunyaviridae, precum si Virgaviridae).
Cel mai raspandit agent ce provoaca mozaic este considerat virusul mozaicului tutunului.

3.1.1. Identificarea virusurilor fitopatogene la nivel ultrastructural in diferite
sisteme gazda-patogen

La infectarea tomatelor cu VMT soiurile incluse in cercetare au prezentat simptome
exterioare de boala la a 14-15-a zi dupa infectare, care In urmatoarele sdptamani s-au aprofundat
semnificativ. Soiurile incluse in cercetare au prezentat simptome exterioare de boald la a 14-15-a
zi dupa infectare, care in urmatoarele saptdmani s-au aprofundat semnificativ. Plantele infectate
au dezvoltat simptome de mozaic, exprimate prin pete verzui galbui, care alternau cu portiuni de
culoare verde marmorata, limbul foliar usor incretit, de formad neregulatd (Figurile Al.1 (C),
Al.2 (B)).

Varietdtile spontane nu au expus modificari macrostructurale, insd prin aplicarea

procedeului de contrastare negativd a fost identificatd prezenta virionilor virali in frunze si
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sepale. Prezenta particulelor virale a fost confirmata si la soiurile infectate mecanic, dovedind
astfel instalarea la toti taxonii analizati a unui proces patologic productiv.

Prin analiza ultrastructurald in majoritatea celulelor mezofilului au fost detectati virioni
distribuiti dispersat prin citoplasma sau in acumuldri imense (Figura 3.1). Particulele VMT au
fost identificate si 1n sepale, celulele peretelui anterelor soiurilor si varietdtilor analizate,
indiferent de gradul de manifestare a simptomelor exterioare. Este important de a mentiona, ca in
celulele sepalelor si anterelor (endoteciul, tesutul tapetal) au fost constatate acumulari

semnificative a VMT.

Fig. 3.1. Acumulari intracelulare ale VMT in celulele mezofilului la soiul Elvira (A) si
stratului tapetal la S.pimpinellifolium (B) (scara barei 0,6 pm).

Plantele de tomate infectate cu VAT se deosebeau de cele sandtoase prin habitusul
compact, aspectul clorotic si coloratia antocianica, exemplarele bolnave practic nu au fructificat,
iar cele formate au fost mici, cu putine seminte si mezocarpul petrificat (Figurile A1.1(B), A.1.2
(A), (D)). Varietatea spontand S. pimpinellifolium L. var. racemigerum si  specia S.
pimpinellifolium, de asemenea, nu au prezentat simptome exterioare de boald, cu toate ca
particulele virusului au fost identificate prin procedeul contrastarii negative in tesuturile
frunzelor si componentele butonilor florali (sepale, petale, antere) [8].

In celulele mezofiliene ale soiurilor infectate, particulele virale sunt distribuite solitar sau
in grup in citoplasmad printre organitele celulare sau in agregate cristaloide (Figura 3.2).
Distributie similara a fost descrisa si in celulele sepalelor, tesuturilor anterei plantelor infectate.

Conform dimensiunilor si aspectului morfologic, particulele VAT sunt proxime ribozomilor, iar
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in cazul dispersarii solitare prin citosol, puteau fi distinse prin cromatia mai intensa. Astfel, la
nivel ultrastructural particulele VAT au fost identificate in toate sistemele gazda-patogen
analizate, iar acumuldri mai insemnate au fort remarcate in stratul tapetal si endoteciu. In
conglomerdri majore VAT a putut fi depistat in stroma plastidelor sau in interiorul vacuolelor.
Constatarile sunt in concordanta cu datele din literaturd, conform carora plastidele se considera
un sediu al reproducerii genomului viral si al asamblarii particulelor acestora [244].

Agregate cristaloide specifice aspermiei au fost vizualizate, in deosebi in celulele tapetale

3

-

ale soiurilor de tomate.

Fig. 3.2. Aspecte ultrastructurale ale celulelor tomatelor infectate cu VAT: structuri
veziculare tapetate cu particule virale in citoplasma celulelor mezofilului la s. Fachel (A) si
s. Elvira (B), particule dispersate solitar in citoplasma celulelor sepalelor la S. racemigerum

(C); acumulari intraplastidiene ale VAT in sepale la s. Prizior (D); incluziuni cristaloide
citoplasmatice in endoteciu la s. Elvira (E) (scara barei 0,4 pm).

Un impact serios la tomate este cauzat de virusul X al cartofului (VXC). Acest agent
patogen este descris in toate regiunile unde se cultivd Solanum tuberosum, drept factor ce
provoacd pagube majore tomatelor. In cercetirile noastre plantele infectate au prezentat o

dezvoltare mai incetinitd comparativ cu cele sanatoase, limb foliar cu usoare Incretituri si pete
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verzui galbui in alternantd cu portiuni de culoare verde marmorata (Figurile Al.1 (C), A 1.2.
(©)).

VXC prezinta particule filamentoase cu lungimea de cca 730 nm si diametrul de cca 11
nm (Figura 3.3 B). In celulele infectate cel mai frecvent a fost atestatd prezenta structurilor

concentrice membranare (Pinwheels) — incluziuni specifice genului Potyvirus (Figurile 3.3 C,

Fig. 3.3. Aspecte ultrastructurale ale celulelor tomatelor infectate cu VXC:
structuri membranare in citoplasma celulelor mezofilului s. Fachel (A), S. pimpinellifolium
(B) si celulele sepalelor la s. Elvira (C), particule virale in citoplasma celulelor floemului la

S. racemigerum (D) (scara barei 0,75 pm).

Se considerd cd formatiunile membrane reprezintd suport pentru fixarea complexului
reproductiv viral [237]. Este stabilit, ca sinteza proteinelor VXC se produce in citoplasma, cu
antrenarea reticulului endoplasmatic, spre deosebire de reprezentantii genurilor Tymovirus si
Tombusvirus pentru care este demonstrata antrenarea lizozomilor, cloroplastelor, peroxizomilor
in sinteza componentilor virali [290; 343].

Tobravirusurile, de asemenea, isi reproduc genomul lor in citoplasma si utilizeaza, de
obicei, structuri membranare in ciclurile lor vitale. Mai mult decat atat, proteina PSG a capsidei

a fost detectata in cariolimfa in zona nucleolilor. Prin tehnici imunoelectronice aceasta proteina a
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fost identificata si in interiorul cloroplastelor cu lamele tilacoidale dezorganizate, cat si in
mitocondrii [328].

Dezvoltarea infectiilor sistemice si propagarea potexvirusurilor prin citoplasma si,
inclusiv, prin plasmodesme dintr-o celuld in alta depinde de proteinele celulare virale si ale
gazdei [335]. Potexvirusurile codifica trei proteine de deplasare (TGBI1-3). Astfel, proteina
TGBI se deplaseaza din celula in celula prin plasmodesme si necesitd TGB2 si TGB3, care sunt
proteine localizate in reticulul endoplasmatic (RE). Proteina TGB3 directioneazd miscarea
veziculelor derivate din RE induse de proteina TGB2 de la RE perinuclear la ER cortical.
Totodata, sunt descrise proteine ale gazdei, care interactioneaza cu ARN-ul virusului si regleaza

miscarea intra- si intercelulara.

3.1.2. Modificari morfostructurale ale celulelor de tomate infectate cu virusuri

Cunoasterea particularitatilor de reactivitate a organismului in diferite situatii patologice,
interpretarea  interrelatiilor gazda-virus invoca evaluarea structurii  si  morfologiei
submicroscopice a celulelor, ceea ce permite distingerea modificarilor organitelor celulare,
detectarea si aprecierea unui spectru mai larg de restructurari.

Conform principiului de interrelatii intre structura si functie, aspectul ultrastructural
reprezintd o reflectare a decurgerii proceselor metabolice. Elucidarea acestui principiu
autorizeaza cercetdri In cele mai variate aspecte, inclusiv testarea actiunii infectiilor virale.
Studiul electrono-microscopic se lanseaza cu pastrarea a unui alt principiu — complexitatea
structurald cu menginerea particularitatilor tisulare.

Dezvaluirea aspectului structural-functional al celulei este coordonata de elucidarea starii
nucleului — centrul vital al celulei, coordonatorul intregii activitati celulare (formare, crestere,
regenerare, etc.), precum si a organitelor celulare.

In celulele mezofiliene ale plantelor infectate cu VMT, nucleele au prezentat modificari
neinsemnate 1n distribuirea si gradul de compactizare a cromatinei (Figurile 3.4 A-C). De regula,
s-au atestat nuclee de forma ovoidald sau rotunda, zone de heterocromatina distribuite de-a
lungul membranei nucleare, in special la s. Elvira (Figura 3.4 B). Se cunoaste, cd in cromatina
perimembranard sunt distribuite secventele telomerice si centromerice, iar sporirea
conglomerdrilor de heterocromatind denotd o diminuare a activitatii nucleului. La soiurile Fachel
si Elvira nucleolii prezentau o structurd compactd, ce reprezintd, de asemenea, un indice al
reprimarii proceselor de sinteza a precursorilor ARN ribozomali. La specia S. pimpinellifolium se
atestau nucleoli de tip nucleolar, precum si o compactizare mai redusa a cromatinei (Figura 3.4

C), ce reflectd o activitate transcriptionald mai ridicata [9]. In celulele acestei sisteme citopatice a
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fost remarcat si un numar sporit de mitocondrii, cu o distributie preferentiald in jurul nucleului,
ceea ce confirmd un nivel functional inalt. Un tablou similar a fost atestat si in celulele
endoteciului anterelor formate in conditii de patogeneza virala (Figura 3.4 F).

La soiurile Fachel si Elvira infectate cu VMT in celulele endotechiului nucleele prezentau
pe tot perimetrul conglomerdri neinsemnate de cromatind, nucleoli mici, compacti, iar in

citoplasma un numar redus de organite celulare (Figura 3.4 D, E).

Fig. 3.4. Aspectul ultrastructural in patosistemele create de VMT si genotipurile de tomate:
celulele mezofilului la s. Fachel (A), s. Elvira (B), S. pimpinellifolium (C) si celulele
endoteciului s. Fachel (D), s. Elvira (E), S. pimpinellifolium (F) (scara barei 0,8 pm).

In patosistemele create dintre tomate si VXC sau VAT au fost descrise modificari
similare ca trasaturd, fiind remarcate deosebiri intre gradul lor de expresie. Infectia cauzata de
VXC a generat restructurari asemanatoare VMT, iar VAT a provocat condensari mai accentuate
ale cromatinei, in special in celulele endotechiului. Sporirea heterocromatinei este o dovada a

reprimarii proceselor de activitate functionald a nucleelor.
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Conform conceptelor clasice ale biologiei celulare, este acceptat, ca gradul de condensare
al cromatinei indica nivelul activitatii transcriptionale, cunoscand ca cromatina condensard nu
este accesibila pentru factorii transciptionali [166].

Toate procesele celulare depind de expresia sau reprimarea diferitelor gene la anumite
etape ontogenetice si stiri functionale. In contextul in care fiecare celuld contine acelasi ADN,
factorii de transcriptie si epigenetici mentin sub control strict expresia genelor. Chiar si o
divergenta mica in procesul de transcriptie corect poate duce la defecte sau inducerea mortii
programate celulare [216]. S-a ipotetizat, ca genele din proximitatea regiunilor condensate ale
heterocromatinei influenteaza expresia lor, astfel cromatina condensatd reprezintand
compartimente de silentiere. Prin aplicarea fluorescentei GFP cu colorare DAPI a nucleelor
celulelor HelLa a fost constatat, cd exprimarea histonei H,B este de 1,4 ori mai mare in
heterocromatind fatd eucromatina. Se considerd, cd deosebirile se datoreaza continutului sporit a
grupelor A-T in heterocromatina ce detin afinitate sporitd pentru DAPI sau colorantul Hoechst.
S-a constatat ca multe regiuni ale genomului asamblate in heterochromatina sunt transcrise, cum
ar fi ADN satelit pericentric, si nu sunt inactive cum se considera o lunga perioadd de timp.
Transcrierea heterocromatinei a fost observata la levuri, drosofild si unele mamifere. Se
considera ca aceste stari sunt definite prin mecanisme epigenetice, iar heterocromatina nu este
»lnaccesibild pentru transcriere”, dar influenteaza expresia eucromatinei.

In majoritatea celulelor s-au atestat nucleoli de tip reticular ce dovedeste o necesitate
extinsa 1n sinteza precursorilor ribozomali.

Infectiile virale au generat un sir de modificari si in aspectul morfologic al organitelor
celulare (Figura 3.5).

In citoplasma celulelor mezofilului infectate cu VAT, VMT sau VXC au fost atestate
mitocondrii cu grad diferit de modificare. La soiul susceptibil Elvira, s-au observat mitocondrii
compacte, cu numar redus de criste (Figura 3.5 A). Asemenea organite se Intlneau in citoplasma
atat a celulelor mezofilului, cat si in cele ale endotechiului, iar pentru agentii virali studiati
(VAT, VXC sau VMT) nu au fost atestate restructurdri specifice. La genotipul S.
pimpinellifolium condriomul se caracterizeaza printr-un grad mai redus de afectare. Majoritatea
mitocondriilor erau de forma rotunda sau ovoidald, cu multiple criste tubulare, prezentand o

integritate structurald si functionala (Figura 3.5 D).

87



Fig. 3.5. Ultrastructura celulelor mezofilului plantelor infectate cu VAT (A-C) si VXC
(D-F) la genotipurile: s. Elvira (A, B, C), S. racemigerum (D, E, F) (scara barei 0,85 pm).

In celulele vegetale functia energetica este asigurati si de plastide, organite cu functii
polivalente. In celulele mezofiliene ale s. Elvira s-a atestat alipirea membranelor tilacoidale,
aglutinarea granelor, compactizarea matricei, modificari semnificative ale formei organitelor
(Figura 3.5 B, C). Un tablou similar a fost descris si in sistemele citopatice formate cu s. Fachel.
In cazul infectirii cu VAT, virionii acestui virus erau vizualizati in apropierea sau chiar in
matricea plastidelor. Prezenta virusurilor in interiorul organitelor este o dovadd a supozitiei
conform careia virusurile din genul Cucumovirus utilizeaza membranele tilacoidale in replicarea
genomului viral si a matricei plastidiene in asamblarea particulelor virale [275]. In citoplasma
celulelor mezofilului la S. pimpinellifolium si S.racemigerum au fost atestate cloroplaste cu
sisteme granale dezvoltate, matrice fin granulara, in stroma deseori erau vizualizate granule de
amidon (Figura 3.5 E, F). Este important de remarcat, cd si in plastidele formelor spontane
puteau fi vizualizate conglomerari ale particulelor virale, totodatd fiind pastratd integritatea

morfostructuralad (Figura 3.5 E).
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Organitele sistemului vacuolar (aparatul Golgi, reticulul endoplasmatic, lizozomii,
precum si vacuomul) au prezentat grad de reorganizare diferit, 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 erau atestate organite cu diferit
grad de expresie al modificarilor structurale: fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic,
pierderea ribozomilor, dar si canalicule morfologic normale cu ribozomi atasati, reducerea
numarului ribozomilor liberi. Pe langa dictiozomii cu structurd tipica, a fost remarcata
vacuolizarea cisternelor Golgiene, destructia structurii partite. Este bine cunoscutd implicarea
ribozomilor cuplati cu RE 1n sinteza proteinelor rezidente, iar a celor citoplasmatici in formarea
compusilor proteici proprii. Tabloul ultrastructural identificat in sistemele citopatice analizate
este o reflectie a reactiilor concurentionale dintre metabolismul propriu al celulei si cel de
reprogramare in sustinerea reproducerii componentilor virali. Aspectele morfologice vizualizate
sunt o dovada a capacitatii majore de mentinere a integritatii structurale la formele spontane (S.
pimpinellifolium si S. racemigerum). Soiurile susceptibile (Fachel, Elvira) au prezentat
vulnerabilitate la viroze cu mentinerea capacitdtii de asigurare a proceselor productive a
infectiilor virale.

Apreciind spectrul reorganizarilor organitelor celulare poate fi scos 1n evidenta caracterul
nespecific al reactiilor provocate de VAT, VXC sau VMT. Modificari similare sunt atestate atat
pentru factori biotici, cat si abiotici [201].

Totodatd in celulele afectate de infectiile virale, au fost remarcate reactii specifice
complementare prezentei germenilor si incluziunilor virale, ce includ prezenta structurilor
mielenice membranare si a structurilor cristaloide (Figura 3.6).

Analiza comparativa a celulelor plantelor de tomate infectate cu diferite virusuri a scos in
evidentd acumulari ale structurilor de tip mielind (formatiuni concentrice membranare) in
cantitdti mai majore In cazul VAT fatd de VXC si VMT, totodatd acest patogen a indus
modificari macro- si microstructurale de o severitate mai complexa.

Conform datelor din literatura, unitatile membranare nu sunt considerate structuri
specifice infectiei virale in contextul in care sunt atestate si in celulele sanatoase, precum si in
conditii de stres cauzate de alti factori [201]. Se considerd cd aceste formatiuni provin din

membranele reticulare si detin rol major in detoxifierea celulelor. Este important de mentionat,
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Fig. 3.6. Particularitati ultrastructurale ale celulelor genotipurilor de tomate infectate cu

virusuri: structuri membranare in celulele mezofilului s. Elvira infectat cu VAT (A) sau

VMT (B), fragmente ale celulelor endoteciului formei spontane S. racemigerum, infectate
cu VAT (C) (scara barei 0,7 pm).

ca elementele mielinice formate in cazul infectiilor virale sunt mai abundente si au o structura
multipartitd [245]. Structurile membranare induse de virusuri sunt motile, insusire necesard
pentru a asigura transportul ARN-lui viral de la site-urile de sinteza la plasmodesme pentru
realizarea transportului de la celula la celula. Conform autorilor, asocierea complexelor de
replicare a virusurilor cu membranele intracelulare si cu traficul intercelular al particulelor,

explica inducerea rapida si intensd a formarii structurilor membranare in cazul infectiilor virale.

3.1.3. Ultrastructura grauncioarelor de polen formate in conditii de patogeneza
virala

Formarea grauncioarelor de polen si activitatea gametofitului masculin este o dovada
sigura a starii de functionalitate si derulare normald ale etapelor ontogenetice.

In sistemele patologice analizate, infectiile provocate de VAT, VXC si VMT au fost
insotite de acumularea particulelor acestor virusuri in celulele mezofiliene si ale endoteciului,

tapetumului, indiferent de tipul reactiei la patogen (susceptibilitate sau tolerantd). Totodatd in
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toate sistemele gazda-virus germenii virali nu au fost identificati in interiorul sau pe suprafata
grauncioarelor de polen. In acelasi timp, formarea microsporilor in antere cu tesuturi infectate a

generat multiple reorganizari in structura interna a acestora (Figura 3.7).

Fig. 3.7. Ultrastructura grauncioarelor de polen de tomate formate in conditii de
patogeneza virala: polen al plantelor sinatoase (A); grauncioare de polen cu structura
normali (B) si modificari de diferit grad in anterele plantelor infectate cu VAT (C, D),

VXC (E, G) si VMT (F, H); grauncioare de polen lipsite de continut intern (I)
(scara barei 1,2 pm).
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In studiul utrastructural au fost antrenate anterele aflate in faza de microspori binucleari
conform etapei de microsporogeneza [182]. In cadrul aceleiasi antere au fost vizualizati
microspori cu diferit grad de expresie al reorganizarilor interne. Grauncioare de polen cu
structura tipicd ce detineau celule vegetative si generative au fost remarcate in anterele plantelor
sanatoase (Figura 3.7 A), dar si a celor infectate cu virusuri (Figura 3.7 B), insd cu o frecventa
mai redusa. Daca la plantele de tomate sdndtoase cota polenului cu structurd normala reprezenta
majoritatea, in cazul virozelor numarul lor era redus. In special la soiurile susceptibile Fachel si
Elvira infectate cu VAT numarul lor era unitar.

In toate variantele experimentale au fost atestate modificiri cu caracter similar, dar grad
diferit de manifestare: i) grauncioare de polen lipsite de celula generativa, cu reorganizari ale
organitelor celulei vegetative (Figura 3.7 D), ii) grauncioare de polen cu resturi de continut
citoplasmatic si organite solitare (Figura 3.7 E-H), iii) precum si polen lipsit complet de
continutul intern, dar care pastrau forma tipica (Figura 3.7 A-B).

In primul tip de griuncioare de plen, celulele vegetative posedau o citoplasma densa,
nuclee mari, eucromatice pozitionate preponderent periferic cu nucleoli de tip reticular, dovada a
activitatii functionale inalte, fapt confirmat prin numarul major de ribozomi din citoplasma,
prezenta ergastoplasmelor. Multiplele mitocondrii si amiloplaste asigurau sustinerea necesitatilor
energetice. Celulele generative posedau un nucleu mare, care ocupa practic tot volumul.
Continutul hialoplasmei era redus, insa dens si cu multipli ribozomi. Condriomul era reprezentat
prin mitocondrii mici, sferice sau putin alungite. Asemenea grauncioare de polen erau vizualizate
la tomatele sdndtoase, dar si intr-un numar redus si in anterele plantelor infectate. La soiurile
susceptibile Fachel si Elvira atacate de viroze prevala numeric cel de-al doilea tip de microspori,
care se distingeau prin vacuolizarea celulelor vegetative, formarea de multiple punti
citoplasmatice. Numarul plastidelor era redus, cu o structurd internd degradata si lipsite de
amidon. Din organitele sistemei energetice se atestau mitocondrii neregulati cu matrice
compactd. Se atesta extinderea cavitdtilor si fragmentarea canalelor reticulului endoplasmatic —
distructii similare celor vizualizate in celulele endoteciului si ale mezofilului. Rar, in special la
formele spontane, puteau fi vizualizate ergastoplasme. Nucleele celulelor generative erau
puternic eucromatizate, cu invaginari ale membranei si nucleoli compacti. Citoplasma acestor
celule se distingea prin aglutinarea constituentilor. Deseori membranele plasmatice ale acestor
doua tipuri de celule lipseau complet sau erau puternic fragmentate. La formele .
pimpinellifolium si S. racemigerum infectate cu virusuri, aceste doud tipuri de grauncioare de

polen se Intdlneau practic in acelasi raport. Intr-un numar redus se intalnea si polen lipsit complet
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de continutul intern. Microspori fara constituentii interni se vizualizau frecvent la soiurile Fachel
si Elvira infectate, dar si solitar in variantele control.

Astfel, conform studiului ultrastructural, modificarile estimate sunt similare dupa caracter
indiferent de genotip si agentul viral. Deosebiri apreciabile vizual au fost identificate doar
conform gradul de expresie, avand un impact mai distructiv la soiurile susceptibile si mai lejer la
formele spontane ce au prezentat toleranta la VAT, VMT. Tinand cont de faptul, cd in toate
sistemele gazda-patogen analizate nu se constatd propagarea virionilor prin polen, restructurarile
evidentiate reprezinta un efect indirect al procesului de patogeneza stabilit in aceste genotipuri.
Desfasurarea procesului de formare a grauncioarelor de polen in conditiile virozei productive a
fost puternic influentat de modificarile intregului status fiziologic al organismului generate de

reproducerea componentilor virali.

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

Infectarea plantelor de orz cu VMDO a condus la multiple modificari ale structurii
interne ale celulelor organelor fotosintetic active (celulelor mezofilului), dar si a organelor
reproductive (celulelor endoteciului, tesutului tapetal).

Soiurile de orz analizate, Galactic, Sonor si Unirea au prezentat sensibilitate la VMDO,
fiind gazde pentru reproducerea, asamblarea si propagarea sistemica a particulelor virale in
organele plantei gazda. Virionii VMDO au fost depistati in celulele mezofilului la toate trei
genotipuri cu distributie preponderentd in vacuole (Figura 3.8 A, B). Particulele virale se
intalneau solitar sau in mici conglomerari, care in majoritatea cazurilor pastrau contactul cu
tonoplastul.

Vacuolele ocupau practic intreg volumul celular. In citoplasma dispusd parietal ce
contineau intr-un numadr major ribozomi liberi, conferind hialoplasmei un aspect cu granulatie
fina. Caracteristic pentru sistemele citopatice analizate este fragmentarea cisternelor reticulului
endoplasmatic, precum si ale elementelor dictiozomilor. Aceste constatdri indicd reprimarea
proceselor de biosintezd a compusilor de export, citomembranari, precum si al traficului
intracelular. Interactiunea dintre genomul viral si cel al plantei gazda a condus la reorientarea
proceselor in favoarea sustinerii sintezei componentilor virali. Plastidele sunt preponderent de
formd ovald (Figura 3.8 B) cu grad diferit de dezvoltare al sistemului tilacoidal. Numarul
saculelor in grane varia de la 1-2 pand la 5-6, insd uneori era constatata aglutinarea granelor si

reducerea tilacoizilor. In majoritatea cloroplastelor acumularile de amidon, precum si
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plastoglobulele lipseau. Condriomul era reprezentat prin mitocondrii sferice, ovoidale cu matrice

lucida si criste tubulare specifice (Figura 3.8 B).

Fig. 3.8. Ultrastructura celulelor mezofilului (A, B) si endoteciului (C, D) ale soiurile de orz
infectate cu VMDO: A, C —s. Galactic, B, D —s. Sonor (scara barei 0,7 pm).

Reprezentativitatea organitelor sistemei energetice indicd o solicitare asistatd de o asigurare
majord in surse macroergice. O particularitate distinctivd pentru aceste sisteme gazda-patogen
constituie acumularea peroxizomilor. Este bine cunoscuta implicarea acestor organite in frunze
in ciclul glioxilatului, precum si in procesele de oxidare si detoxifiere.

In celulele tesuturilor de protectie (epidermd) si trofice (endoteciu, stratul tapetal),
virionii VMDO aveau o distributie similara celor ale mezofilului, posedand preferinta pentru
vacuole ca sediu de stocare (Figura 3.8 C, D). In ce priveste gradul de expresie, reorganizirile
intracelulare au fost mai accentuate in celulele endoteciului. Totodatd, in aceste celule, au fost
depistate si acumulari mai masive de particule virale in cavitatea vacuolelor, asistate de

degradarea integritatii structurale, fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic,
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vacuolizarea cisternelor aparatului Golgi. Nucleele au prezentat distributii neuniforme ale
heterocromatinei, acumulari masive preferential in zona perinucleard, care au fost mai accentuate
la s. Galactic. Trebuie de mentionat, cd acest soi s-a expus $i printr-o expresie mai accentuata a
simptomelor exterioare de boald. Nucleolii au fost puternic compactizati, indicand o inhibare a
sintezei componentilor ribozomali. Extinderea spatiului perimembranar, vizualizatd pentru
majoritatea nucleelor, denota perturbari in procesele de schimb nucleo-plasmatic.

In morfologia mitocondriilor au fost stabilite afectiri structurale mai putin evidentiate,
ceea ce este o0 dovada a necesitatii energetice majore In aceste sisteme si preluarea acestei functii.

Similar celulelor mezofilului, in conditiile patogenezei virale se atestd cumularea
excesiva a peroxizomilor. Prezenta intr-un numar mai mare a acestor organite in tesuturile lipsite
de fotosinteza este legata de sporirea functiilor de oxidare si detoxifiere.

Microsporii formati in conditiile patogenezei virale purtau modificdri ale structurii
interne. Grauncioarele de polen formate in anterele plantelor de orz sanitoase prezentau o
morfologie bine conturatd. Celulele vegetative se disting prin citoplasma bogatd in organite:
multiple mitocondrii, plastide cu depozitiri de amidon, multipli ribozomi liberi, dar si
ergastoplasme. Nivelul inalt al activitatii biosintetice este confirmat si prin aspectul nucleelor,
nucleolii frecvent de tip reticular (Figura 3.9 A).

Prin studiul ultrastructural au fost confirmate datele privitor la lipsa germenilor virali in
grauncioarele de polen a soiurilor de orz de primavara. In literatura de specialitate este expusi
mai multd informatie privitor la posibilitatea infectarii microsporilor si chiar a celulelor
spermatice cu VMDO [211]. Totodata, este cert stabilitd dependenta acestui efect de tulpina
virusului si particularitatile genotipului gazda. Pentru genotipurile analizate de noi (soiurile de
primavard Galactic, Sonor si Unirea), nu a fost identificatd capacitatea de afectare a
grauncioarelor de polen, cu toate acestea tesuturile sterile ale anterei contineau Intr-o cantitate
semnificativa particule virale. Citoplasma celulelor vegetative era puternic destructuratd, la fel si
organitele celulare au suferit multiple reorganizari: fragmentarea si vacuolizarea cisternelor
reticulului endoplasmatic, destructia ergastoplasmelor (Figura 3.9. B). Ca rezultat al
compactizarii accentuate a mitocondriilor, acestea se vizualizau ca structuri preferential sferice
sau opace. De asemenea se remarcd reducerea plastidelor si a acumularilor de amidon. Cu toate
acestea, aspectul exterior al grauncioarelor de polen al plantelor sdnatoase si celor infectate a

prezentat trasaturi similare, pastrand forma rotunda cu brazde la nivelul porilor.
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Fig. 3.9. Ultrastructura grauncioarelor de polen la soiul de orz de primavara Galactic: A —
plante sanatoase, B — infectate cu VMDO (scara barei 0,75 pm).

Pentru studiul detaliat al aspectului exterior al polenului a fost aplicatdi metoda
microscopiei cu fortd atomici (MFA). In acest scop pentru izolarea si prepararea probelor s-a
aplicat protocolul propus de [407]. Examinarea obiectelor a fost realizata cu ajutorul sistemului
NT-MDT si asistentei acordate de SA ,,iHcTpymenTsl HaHOTexHONOTUK (or. Moscova, Rusia).
in pofida similitudinilor exterioare descrise cu ajutorul microscopiei electronice, cu suportul
MFA au fost atestate deosebiri in arhitectura exinei grauncioarelor plantelor sandtoase
comparativ cu cele infectate cu VMDO (Figurile A. 2.1 si A. 2.2).

Din punct de vedere morfologic, peretele graunciorului de polen este reprezentat prin
intind (stratul intern) si exina — extern. Inca de la etapa de tetrade se initiaza formarea stratului
pecto-celulozic al intinei si primexinei, care ulterior serveste ca matrice a exinei pentru
depozitarea sporopoleninei. in intind se contin de asemenea enzime, diferite tipuri de proteine,
inclusiv glicoproteinele AGP, iar formarea acestor compusi este cub controlul gametofitului, in
timp ce sinteza sporopoleninei este determinata de cooperarea activitatii microporilor si celulelor
tapetumului. Formarea completa a stratului extern se produce odata cu diferentierea polenului
matur si degradarea completd a stratului tapetal. Distributia sporopoleninei pe suprafata
polenului nu este uniforma, iar numarul si dimensiunea aperturilor formare sunt sub control strict

al sporofitului [189].
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Diferentele stabilite de noi in gradul si abundenta expansiunilor exterioare sunt o reflectie
a conditiillor patologice ce induc restructurdri ale matricei si modificari la nivelul
macromoleculelor structurale. Specificul arhitectural generat de reformarile compusilor cu rol de
semnalare pot cauza perturbari functionale ce stau la baza interactiunilor factorilor

extraplasmatici si realizarea adeziunii polen/pistil.

3.3. Citopatologia celulelor mezofilului la plantele de varza infectate cu virusul
mozaicului conopidei

In baza cercetrilor electronomicroscopice a ultrasectiunilor tesuturilor mezofilului a fost
stabilitd prezenta virionilor in citoplasma si In cantitati majore — in nucleele acestora. Particulele
virale au fost vizualizate mai frecvent in celulele zonelor cu mozaic sau in vecinatatea lor (Figura
3.10). Distributia particulelor virale printre materialul genetic al gazdei a indus modificari
accentuate ale formei si structurii interne ale nucleelor (Figura 3.10 A, B). In citoplasma
celulelor infectate, germenii VMCo apareau in forma de particule sferice, opace, ce formau
deseori conglomerari de diferitd formad si marime. Uneori in celulele contaminate se atestau
viroplasme — structuri virale specifice (Figura 3.10 C).

In celulele plantelor martor nucleele sunt de formad preponderent sfericd sau slab
ovoidala. Pozifia ocupata este variabild. Cel mai des, nucleul ocupa centrul geometric al celulei,
rareori — spre zonele periferice. Cromatina este distribuita relativ uniform pe perimetrul
nucleului, formand o retea densda cu numerosi nucleomeri, si in zone neinsemnate, atasate de
membrana nucleard. In celulele analizate a fost constatat, de reguld, un nucleol distribuit central
sau in directd contactare cu cromatina perimembranarad si anvelopa nucleard, ceea ce denotd o
activitatea intensa a genelor ribozomale asociate organizatorului de nucleol si necesitatea unui
schimb nucleo-plasmatic rapid.

In endostructura celulelor plantelor infectate a fost constatatd o eterogenitate a intregului
statut organelar. Conform tabloului ultrastructural, in aceste celule se remarca distructii cu diferit
grad de dezvoltare al nucleelor, mitocondriilor, plastidelor, reticulului endoplasmatic. In nuclee
se atesti majorarea zonelor de heterocromatini in special spre periferie (Figura 3.10 A). In
celulele puternic afectate, reorganizarile structurale ale nucleelor au atins un grad major, fiind
inregistratd aglutinarea cromatinei, extinderea puternica a spatiului perimembranar (Figura 3.10
B). Asemenea modificari poartd un caracter ireversibil si ulterior duc la moartea celulara.

Structuri specifice formate in celulele infectate cu VMCo reprezinta cristaloizii

intranucleari si citoplasmatici. Pfeiffer P. si Hohn T. [340] in urma analizei extractelor de nuclee
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si incluziunilor citosolice, au stabilit ca sinteza ADN-ului VMCo poate fi partial inhibata atat de

ARNZze, cat si de actinomicina D, sugerand prezenta unui amestec de molecule de ARN si AND.
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Fig. 3.10. Ultrastructura celulelor mezofilului plantelor infectate cu VMCo: soiul de varza
s. Amagher (A, C) si conopida (B, D) (scara barei 0,6 pm).

Reticulul endoplasmatic granular si neted a fost extins prin toata citoplasma. Canalele
reticulului endoplasmatic sunt dispuse neordonat, fiind largite, deseori transformandu-se in
vacuole cu membrana secventiatd. S-a constatat dezintegrarea ribozomilor de pe membranele
reticulului endoplasmatic granular si fragmentarea acestuia. Numdrul ribozomilor liberi in
citoplasma pare sa nu suporte modificari cantitative, Insa distributia lor este modificatd. REn este
puternic hipertrofiat, aparand sub formad de vezicule mici, strans alaturate, umpland complet
matricea citoplasmatica.

Mitocondriile, de formad preponderent rotundd sau ovald, sunt repartizate uniform in
citoplasmi. In cazul infectiei virale, se observa distrugerea structurii interne a mitocondriilor.
Matricea mitocondriald este hipocromatica. Cristele mitocondriilor sunt fragmentate, iar
membrana externd poate fi Intreruptd. Alterarile severe ale mitocondriilor produc variatii ale
dimensiunilor si formei, liza completd sau partiald a cristelor, aparitia unei matrice clare,

luminoase, cu disparitia foitei interne a membranei mitocondriale, pe alocuri si a foitei externe,
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creand un tablou specific indus de VMCo. O alta abatere structurald observata in cazul infectiei
virale este vacuolizarea mitocondriilor. Aceste modificari poartd caracter stereotipic pentru
factorii cu impact puternic stresogen si au efect compensatoriu in producerea raspunsului la
patogeni, factori abiotici, imbatranire [35]. Totodata, virusurile induc sau inhiba diferite procese
mitocondriale intr-o manierd extrem de specifica cu revizuirea functiei organitei ce rezuma la
strategia de utilizare a mitocondriilor in multiplicarea si producerea descendentilor virali.

O altd reactie specifica la actiunea infectiei virale complementard modificarilor
organitelor celulare, este formarea corpurilor membranare si incluziunilor fenolice, formarea
structurilor multiveziculare, rarefierea citoplasmei, aparitia puntilor citoplasmatice.

Analiza comparativd morfostructurald a celulelor patosistemelor analizate, precum si a
datelor din literatura de specialitate scoate in evidentd caracterul stereotipic al modificarilor
organitelor intracelulare, care corespund principiilor de organizare ultrastructurald, formulate de
Matienco B. si coaut. [477] pentru diferite specii si conditii.

In descrierea tabloului ultrastructural stabilit in celulele infectate cu virusuri cel mai
frecvent poate fi mentionat Principiul compensarii functiilor (Vorontov), conform caruia
reorganizdrile in cadrul unui sistem sunt compensate de modificarile componentelor aceluiasi
sistem. Astfel, reticulul endoplasmatic, aparatul Golgi, formand parte din cadrul aceleiasi sisteme
functionale (sistemul vacuolar) se compenseaza intre ele. Constatari similare au fost atestate si
pentru plastide si mitocondrii (organite ale sistemului energetic).

Antrenarea plastidelor, mitocondriilor si chiar a nucleelor in procesele de replicare si
asamblare a componentelor virale poate fi descrisd in baza Principiilor substitutiei functiei Dorn
(1875) si diversificarii (extinderii) functiilor Plate (1940). Astfel, functia de fotosinteza a
cloroplastelor este diminuata, iar matricea, setul de enzime, structurile membranare sunt utilizate
in sinteza germenilor virali. Diversificarea functiilor include sporirea numarului de functii
realizate de organite cu pastrarea celei primare. Acest principiu std la baza adaptarii
organismelor la noi conditii. La nivel ultrastructural se manifesta prin formarea de multiple
invaginatii ale membranei plasmatice si dezvoltarea functiilor, uneori litice; depozitarea
intratilacoidald a compusilor fenolici.

In categoria celulele puternic afectate de viroze, se inscriu restructuririle ce se manifesti
dupa Principiul decaderii functiilor intermediare (Severtev), ce includ pierderea unor atributii cu
accentuarea altora complementare. Fragmentarea cisternelor reticulului endoplasmatic rugos si
respectiv — decaderea functiilor de sinteza si modificare primard a proteinelor, este suplinita prin
formarea structurilor membranare. Totodatd, virusurile induc sau inhiba diferite procese

intracelulare intr-un mod extrem de specific cu revizuirea functiilor organitelor. O reactie
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specifica la virusuri se constatd formarea corpilor de tip mielinic, structurilor multiveziculare,
sporirea incluziunilor fenolice, rarefierea citoplasmei si aparitia puntilor citoplasmatice (Tabelul

3).

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

Specia | Nivel de organ | Nivel tisular Incluziuni virale Formatiuni
gazda structurale
Organe Particule sferice VAT Formatiuni
Tomate vegetative Localizare intracelulara: hialoplasmaj cristaloide
(frunze) spatiul intramembranar, matricea citoplasmatice
Orz Tesut al mitocondriilor si plastidelor.
mezofilului Particule liniare ale VMT Structuri
5, Localizare intracelulara: hialoplasma,| membranare
Varza vacuola.
a Particule filamentoase ale VXC Structuri
. Localizare intracelulard: hialoplasma.| Pinwheels
Organe Endoteciu Particule filamentoase ale VMDO Structuri
reproductive Localizare intracelulara: hialoplasma.| membranare
(antere) Particule sferice VMCo Formatiuni
Tomate R fﬁ’f{% Jesuttapetal | 7, qizare intracelulard: hialoplasma;| cristaloide
intranuclear. intranucleare
Orz Microspori | Nu au fost Inregistrate. Nu au fost
inregistrate

Generalizand rezultatele analizei morfostructurale ale celulelor mezofilului si ale
endoteciului, tesutului tapetal al plantelor infectate cu virusuri putem, scoate in evidenta
caracterul specific al modificarilor cauzate, gradul carora este influentat de reactia gazdei la
patogen. Reorganizdrile structurale ale celulelor tesuturilor ce asigura proliferarea virionilor
(celulele mezofilului, tapetumului si endoteciului), precum si celulelor microsporale, lipsite de
germeni virali, dar formate in conditii de patogenezd, au expus la nivelul organitelor celulare
modificari cu grad eterogen de reliefare. Grauncioarele de polen ale plantelor sistemelor virus-
gazda analizate, desi nu constituie sediu pentru replicarea si propagarea virusurilor, au prezentat
restructurari intracelulare drept consecintd a formarii si dezvoltarii lor asociativ tesuturilor

infectate ale anterelor (endoteciu, stratul tapetal).
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Concluzii la Capitolul 3

1.

Virozele cauzate de virusurile aspermiei tomatelor, X al cartofului, mozaicului tutunului la
plantele de tomate, virusul mozaicului dungat al orzului la orz si virusului mozaicului
conopidei la varza sunt complementate de modificdri macro- si microstructurale, rezultate
in urma interactiunii dintre patogen — gazda susceptibild si manifestate prin reactii
specifice si nespecifice.
Evaluarea ultrastructurii celulelor mezofilului, endoteciului plantelor de tomate infectate
cu VAT, VXC, VMT, orz afectate de VMDO si varza inoculate cu VMCo a pus in
evidentd in citoplasma celulelor infectate prezenta particulelor virale, precum si a
incluziunilor intracelulare specifice (structurilor membranare concentrice Pinwheels,
formatiunilor cristaloide), ceea ce reprezintd reactii specifice si servesc drept criteriu de
diagnostic virusologic.
Studiile ultrastructurale ofera date importante privitor la reorganizarile structurale ale
celulelor tesuturilor ce asigura proliferarea virionilor (celulelor mezofilului, tapetumului si
endoteciului anterelor), precum si celulelor microsporale, lipsite de germeni virali, dar
formate in conditii de patogeneza.

La soiurile sensibile de tomate, orz s-a stabilit o acumulare mai sporitd a germenilor
virali in tesuturile sterile ale anterei comparativ cu celulele mezofilului.
Grauncioarele de polen ale plantelor sistemelor gazda-patogen analizate, desi nu constituie
sediu pentru replicarea si proliferarea virusurilor, au prezentat restructurari intracelulare
drept consecintd a formarii si dezvoltarii lor asociativ tesuturilor infectate ale anterelor
(endoteciu, stratul tapetal).
Modificarile citopatice induse la nivelul organitelor celulare poarta caracter stereotipic,
manifestand eterogenitate a gradului de expresie in cadrul unei celule, precum si a celulelor

aceluiasi tesut.
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4. MICROSPOROGENEZA LA TOMATE SI ORZ iIN CONDITIILE
PATOGENEZEI VIRALE

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

Meioza este un proces conservativ din punct de vedere biologic si evolutionist, esential
pentru plantele cu reproducere sexuatd [360]. Meioza este un tip specific de diviziune
diferentiata ce are la bazd doua faze de reproducere precedate de o singura repriza de replicare a
ADN-lui, urmata apoi de doua runde de segregare a cromozomilor (Anafaza 1) si a cromatidelor
surori (Anafaza II), procese menite sd asigure obiective diametral opuse — stabilitatea genomului
si inducerea variabilitatii genetice [246]. Pe langd multitudinea lucrarilor stiintifice ce vizeaza
acest proces, mecanismele moleculare si reglarea meiozei sunt putin elucidate [326].

Formarea de microspori cu set echilibrat de cromozomi si gameti functionali este
formarii organelor reproductive fata de diferiti factori de stres, inclusiv viroze, aceasta etapa este

considerata cea mai critica in dezvoltarea plantelor [214].

4.1.1. Particularitatile recombinarii meiotice la tomatele infectate cu virusuri

Meioza genereazd diversitate prin doud evenimente: recombinarea $i segregarea
intamplatoare a cromozomilor [371]. Recombinarea meioticd implicd formarea complexului
sinaptonemal si realizarea conjugdrii cromozomilor intre secventele cu regiuni extinse de
omologie. Distribuirea schimburilor cromatidice este determinatd genetic, fiind limitata de
organizarea genomului, interferenta alelelor, precum si recesivitatea genelor ce controleaza acest
proces. Majorarea frecventei recombindrii este o prioritate in programele de ameliorare ce
vizeaza crearea de genotipuri cu noi combinatii de gene. Procesul de conjugare a cromozomilor
omologi se produce in profaza meiotica, fiind asociat evenimentului de formare a sinapselor si de
condensare al ADN-ului. Realizarea acestui proces invoca formarea bivalentilor, succesul caruia
este determinat de recunoasterea secventelor omoloage.

Modificarea procesului de schimburi de segmente cromatidice in cadrul cromozomilor
omologi poate fi apreciatd evaluand distributia chiasmelor in profaza I a meiozei si a numarului
de recombinanti in segmente marcate. Din punct de vedere citogenetic, configuratia bivalentilor
la etapele specifice ale meiozei permit evaluarea conjugarii cromozomilor. Potrivit unor autori
[349; 392; 421] dupa coraportul dintre diferite tipuri de bivalenti pot fi apreciate modificarile in

generarea variabilitatii genetice. Schimbarea distribuirii chiasmelor in diploten - diachineza
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serveste drept metoda sigurd de estimare a impactului factorilor genetici si de mediu asupra
nivelului si spectrului de recombindri [239]. De aceea, este foarte important de a stabili
schimbarile de acest ordin la plantele infectate cu virusuri.

Conform mai multor autori, Intelegerea deplind a evenimentelor desfasurate in meioza
poate fi mai usor explicati prin evaluarea profazei I. In dependenti de condensarea
cromozomilor omologi si realizarea complexului sinaptic se succed etapele meiozei,
caracteristica cdrora este prezentatd in multiple analize bibliografice [322; 421]. Totodata se
constatd lacune vaste in interpretarea evenimentelor conjugarii meiotice stabilite Tn conditii de
patogeneza virala.

Releviérile vizuale ale meiocitelor au scos in evidentd succesiunile morfologice in

dependentd de gradul de compactizare a cromatinei si conjugare al cromozomilor specific

fiecarui stadiu (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Aspectul meiocitelor de tomate (I - s. Fachel, lotul martor, II —s. Fachel infectat cu VAT si
III — varietatea S.racemigerum, infectata cu VAT) la diferite etape ale profazei I meiotice:
a) zigoten; b) pachiten; c) diachinezi timpurie; d) diachineza tarzie (x 600).
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Pe parcursul etapelor primei profaze se pot urmari schimbadrile structurale ale nucleolilor,
gradului de compactizare a cromozomilor, cu trecerea de la o faza la alta. Pe masura realizarii
coeziunilor sinaptice se remarca scurtarea, ingrosarea cromozomilor si formarea bivalentor. Ca
rezultat al asocierii cromozomilor omologi la tomate se formeaza 12 bivalenti, care pot fi mai
usor examinati in diploten si diachineza timpurie [50].

Din punct de vedere citogenetic, configuratia bivalentilor permite evaluarea crossing-
over-ului meiotic. In corespundere cu locul realizirii lui se constatd formarea chiasmelor, care se
considera a fi expresia citologica a crossing-over-ului, iar numarul si distributia lor reflecta locul
si gradul recombindrii meiotice.

Evaluarea tipurilor de bivalenti conform locului realizarii conjugdarii (vezi Figura 2.2,
capitolul 2) a permis estimarea frecventei crossing-over-ului in regiunile interstitiale si cele
telomerice. In experientele efectuate, conform rezultatelor obtinute, soiurile analizate de tomate
au reactionat la infectarea cu VAT, VXC, aplicarea razelor gama separate sau in asociere cu

infectia virald prin modificarea numarului de chiasme la o celula mama polinica (Tabelul 4.1).

Tabelul 4.1. Valoarea medie a numarului de chiasme per CMP la tomatele
sanatoase si infectate cu virusuri

Tipul chiasmelor
Genotipul analizat interstitiale terminale terminale +
interstitiale
martor 4,035+0,153 12,655+0,273 16,690+0,249
s. Fachel VAT 6,414+0,182"" 13,862+0,297" 20,276+0,371
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
s. 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 5276+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
s. 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" 18,55240,339"
VXC + radiatie 5,201+0,167 13,552+0,283 18,724+0,289"

*; Ak xax _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01; 0,001 respectiv.
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Diferente in variatia numarului total al chiasmelor statistic confirmate au fost inregistrate
pentru soiurile Fachel si 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 virusul
aspermiei tomatelor. Majorarea numarului de chiasme interstitiale la genotipul mentionat a fost
insotitd de micsorarea numarului de chiasme terminale, ceea ce si a determinat lipsa suportului
statistic pentru variatia valorii totale a chiasmelor. O situatie similara a fost remarcata si in cazul
iradierii plantelor s. Nistru infectate cu VAT. Tendinte similare de majorare a chiasmelor
interstitiale urmate de reducerea celor terminale au fost descrise si pentru s. Prizior, in timp ce la
s. Fachel factorii analizati au indus majorarea atdt a chiasmelor interstitiale, cat si a celor
terminale.

Cele mai semnificative diferente au fost inregistrate la combinatiile gazda-patogen cu
utilizarea VAT. Impactul cauzat de VAT a fost mai mare decét cel generat de catre VXC sau
razele gama in doza 20 kR.

Aplicarea testului Anova a scos in evidentd contributia majord a infectiei virale 1n

modificarea chiasmelor interstitiale (Tabelul 4.2).

Tabelul 4.2. Analiza variantei numarului de chiasme interstitiale la plantele de tomate
sanatoase si infectate cu virusurile aspermiei tomatelor si X al cartofului

Contributia

S o procentuala Grad de Suma Varianta Testul |
ursa variatiei a sursei de libertate | patratelor Fisher

variatie, %
A: Genotipul 5,14 2 63,487 31,7438 22,70 0,0000
B: Virusul 33,26 2 411,019 205,5090 146,95 0,0000
C: Radiatia 0,0001 1 0,139 0,1398 0,10 0,7520
Interactiunca AB 3,61 4 44,657 11,1643 7,98 0,0000
Interactiunea AC 0,29 2 2,059 1,0298 0,74 0,4793
Interactiunea BC 0,47 2 5,851 2,9254 2,09 0,1245
Interactiunea 0,17 4 1,443 0,3607 0,26 0,9048
ABC
Total 517 1235,86

Conform datelor obtinute, variatia chiasmelor interstifiale per CMP este determinatd de
infectia virald in proportie de 33,26%, genotipul detinand o putere de influentd in proportie de

5,14%.
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In baza analizei clusteriene se atesta interrelatii deosebite intre diferite tipuri de bivalenti

in varianta virus comparativ cu martorul (Figura 4.2).
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Fig. 4.2. Distributia tipurilor de bivalenti la genotipurile analizate ale plantelor sanatoase (A)
si virus infectate (B).

Conform dendrogramelor dupd metoda celor mai mici distante (Nearest Neighbor
Method) stabilim o frecventa diferitd a tipurilor de bivalenti 1n variantele experimentale
comparativ cu cele martor. Este important de remarcat, ca redistribuirea tipurilor de bivalenti se
atesta la toate genotipurile de tomate analizate in cazul infectarii cu virusuri (Figura A 4.1).

Astfel, valoarea totala a chiasmelor la plantele martor si infectate este determinatd de
catre chiasmele 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 regiunile
interstitiale, rata lor fiind direct influentata in special de cei uniti in regiunea telomericad. Daca la
plantele martor, aparitia univalentilor este asociata cu tipul de bivalentii cu doud chiasme
interstitiale, sub actiunea infectiei virale formarea univalentilor este influentatd primordial de

tipurile de bivalenti ,, T+II” s1 ,,I” [93].

4.1.2. Aprecierea recombinirii meiotice la descendentii tomatelor infectate cu
virusuri

Ca urmare a infectdrii tomatelor cu TAV in diachineza se schimba coraportul dintre
numarul de chiasme terminale si interstitiale la o CMP. Soiurile analizate manifesta
susceptibilitate la infectare cu VAT, iar impactul infectiei virale asupra proceselor meiotice au
fost similare. In cazul varietitii spontane S. racemigerum, care a prezentat toleranti la VAT

(Tabelul 4.3).
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Tabelul 4.3. Frecventa tipurilor de bivalenti per CMP (n=12) la tomatele infectate cu VAT

Tip s. Nistru S. pimpinellifolium var. racemigerum
bivalenti martor VAT martor VAT

I 0,310+0,087 0,758+0,081**%* 0,331+£0,076 0,414+0,093*
11 0,55240,094 0,310+0,087*** 0,448+0,094 0,4124+0,076
T 6.724+0,262 6,138+0,257** 7,207+0,245 7,138+0,215
T+ 0,966+0,189 2,414+0,136%** 1,24140,176 1,310+0,186
T+II 0,103+0,058 0,034+0,034*** 0,138+0,065 0,172+0,071%*
TT 2,207+0,188 0,724+0,121*** 1,621+£0,174 1,552+0,169%*
TT+I 0,897+0,167 1,276+£0,156%** 0,586+0,105 0,621+0,115
0 0,241+0,081 0,345+0,089*** 0,276+0,084 0,310+0,087
SI 3,517+0,225 5,245+0,134%*** 3,207+0,207 3,379+0,188*

ST 14,069+0,267 12,3654+0,297*** 12,828+0,238 12,228+0,231*
S 17,586+0,335 17,599+0,389 15,966+0,287 15,508+0,275

*; % x3x _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01; 0,001 respectiv.

Derularea evenimentelor meiotice in conditii de patogenezd a conditionat majorarea
frecventei bivalentilor cu o chiasma interstitiala, precum si celor cu una sau doud terminale si
una interstitiala. Aceste modificari au fost asistate de schimbari compensatorii de reducere a
cotei bivalentilor de tipul ,,TT” si ,,T+II”, ceea ce in final conduce doar la modificarea sumei
totale a chiasmelor dupd pozitia detinutd (interstitiala sau terminald), cea totala fiind
neschimbata. In cazul tolerantei, variatii semnificative au fost stabilite pentru bivalentii cu una si
doud chiasme interstitiale. Majorarea schimburilor recombinogene in zond interstitiald a fost
complementata de reducerea celor terminale.

Datele experimentale permit s presupunem, ca in urma infectarii genotipurilor studiate
cu VAT are loc atat redistribuirea, cat si inducerea unor noi schimburi de segmente cromatidice.
Efecte similare s-au inregistrat la plantele ce detin cromozomi supranumerari (B), care provoaca
schimbari n conjugarea cromozomilor A, in frecventa si distributia chiasmelor Intre cromozomi
si de-a lungul lor. Autorii Bell O. si Burt A. [66] afirma ca prezenta in plante a ADN-ului exogen
provoaca redistribuirea chiasmelor ca urmare a maririi numarului de chiasme interstitiale
concomitent cu micsorarea celor terminale. Asemenea redistribuire are o mare semnificatie,
deoarece conduce la marirea recombindrii genelor localizate in aceleasi grupuri de /inkage. De
asemenea este cunoscut, cd frecventa recombindrii meiotice este diferitd de-a lungul
cromozomilor, fiind restrictionata in regiunile conservate precum zona centromerului si regiunile

telomerice [82].
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Descendentii plantelor infectate nu au detinut patogeni virali, iar microsporogeneza s-a
realizat n plante stabilite sandtoase. Cu toate acestea, recombinarea meioticd a detinut valori
distinse de la martor cu confirmare statisticdi pentru genotipurile atit cu reactie de

susceptibilitate, cat si cu toleranta (Tabelul 4.4).

Tabelul 4.4. Frecventa tipurilor de bivalenti per CMP la descendentii sdnatosi ai tomatelor

infectate cu VAT
Tip s. Nistru S. pimpinellifolium var. racemigerum
bivalenti martor descendenti martor descendenti
I 0,379+0,092 0,483+0,107* 0,413+0,091 0,517+0,107*
11 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+ 1,345+0,181 1.379+0,188 1,448+0,182 1,41340,182
T+HI 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%*
SI 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.

Frecventa recombindrii meotice la descendentii plantelor infectate este mai sporitd, fatd
de martor. Cresterea valorii crosing-over-ului s-a produs pe contul inducerii unui numar mai
mare de schimburi recombinogene in regiunea interstitiala, ceea ce citologic se exprima prin
sporirea cotei bivalentilor de tipul ,,I” si,,TT+I” [43].

Amplitudinea redusd a fluctuatiilor valorilor medii ale chiasmelor este determinatd de
modificarile stabilite In coraportul diferitelor tipuri de bivalenti. Atat in variantele martor, cat si
in cele experimentale mai frecventi au fost bivalentii ce detin una sau doud chiasme in regiunea
telomerica. Infectia virala a indus modificéri In generatia libera de virusuri ce au generat sporirea
chiasmelor interstitiale. Este important de mentionat, ca atat la plantele infectate, cat la
descendentii acestora se remarca cresterea numarului de univalenti.

Analiza fluctuatiilor diferitelor tipuri de bivalenti per CMP a relevat diferente intre

variantele experimentale analizate (Figura 4.3).
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Fig. 4.3. Distributia tipurilor de bivalenti l1a descendentii plantelor martor (A)
si infectate cu VAT (B).

Rata totald a chiasmelor la plantele martor si variantele experimentale este determinata
de catre chiasmele terminale si primordial de cele de tipul ,,T”. Se poate admite ca aceste
modificari sunt influentate de procesul de terminalizare a chiasmelor. De reguld, terminalizarea
se soldeaza cu concentrarea chiasmelor la capetele bivalentilor si reducerea numarului total de
chiasme per bivalent. Conform mai multor autori ce sustin conceptul terminalizarii chiasmelor,
cresterea frecventei chiasmelor terminale se produce pe contul reducerii celor interstitiale. in
cercetdrile noastre nu au fost constatate asemenea remanieri in distribuirea coeziunilor
cromatidice si, corespunzator, modificarile nivelului crosing-over-lui meiotic nu pot fi explicate
in baza conceptului terminalizarii. Astfel, schimbarile numarului de chiasme per bivalent au fost
asigurate de redistribuirea si inducerea de noi schimburi cromatidice in cadrul cromozomilor
omologi. Cu aplicarea tehnicilor moderne la mai multe specii, inclusiv tomate, a fost
demonstrat, cd asociatiile terminale ale cromozomilor nu sunt rezultatul terminalizarii
chiasmelor. Conform autorilor, coeziunile terminale vizualizate la finalul diachinezei sunt
achiasmatice si sunt formate prin asocierea capetelor telomerice [36; 37; 84].

Totodata, la descendentii s. Nistru si S. racemigerum obtinuti de la plante infectate a fost
descrisd o crestere semnificativa a frecventei univalentilor — cu 19,7% si 17,1%. Cauza aparitiei
univalentilor se considerd a fi asinapsia sau desinapsia. In cazul asinapsiei nu se constati
realizarea conjugdrii intre segmentele omoloage. La mutatiile desinaptice coeziunea primara se
realizeaza, insa ulterior in diachineza cromozomii se separa, ramanand alaturati.

Cu aplicarea metodelor moleculare de studiu drept cauza a formarii univalentilor in
metafaza [ este doveditd inactivarea genei Spoll, implicatd in producerea rupturilor dublu
catenare ale ADN-ului [109]. De asemenea, inducerea univalentilor in anafaza [ poate fi

rezultatul dereglarii coeziunilor ca urmare a supresiei genei Rec8.
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4.2. Evaluarea procesului de meioza la orzul de primavara in conditii de patogeneza
virala

4.2.1. Particularititile recombinarii meiotice la plantele de orz infectate cu virusul
mozaicului dungat al orzului

Studiul citologic al microsporocitelor de orz a relevat succesiunea morfologica specifica
etapelor meiotice in functie de gradul de compactizare a cromatinei si de conjugarea specifica a
cromozomilor. In profaza primei diviziuni, la etapele de leptoten, se disting firele subtiri de
cromatind care Inconjoard sau acopera nucleolul (Figura 4.4 A-D). Ulterior se atestd Ingrosarea
cromozomilor imperecheati formand fire groase (Figura 4.4 E-H). In diploten (Figura 4.4 I-L) se
vizualizeaza bivalentii de diferitd formd si marime, In dependentd de perechea de cromozomi
conjugati si locul realizdrii crossing-over-ului. In diachineza se remarca figurile tipice ale
bivalentilor (Figura 4.4 M-P). Conform examenului citologic, la etapele initiale ale profazei I

meiotice nu au fost evidentiate diferente vizual apreciabile intre variantele experimentale [45].

-.

Fig. 4.4. Aspecte citologice ale meiocitelor de orz la diferite etape ale profazei I meiotice:
leptoten la plantele sinitoase (A — D), zigoten/pachiten (E — H), diploten (I — L) si diachineza tarzie
(M - P) la plantele sanitoase ale soiurilor Galactic (A, E, I, M), Sonor (B, F, J), Unirea (N) si
infectate cu VMDO, soiurile Galactic (C, P), Sonor (G, O), Unirea (L, P, D, H) (x 600).
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Din figurile prezentate se pot constata modificarile structurale ale nucleolilor (sageatd),

sporirea gradului de compactizare a cromatinei de la o etapd la alta a diviziunii meiotice. In

diploten/diachineaza ca realizare a coeziunilor sinaptice se distinge scurtarea, Ingrosarea si

formarea cromozomilor bivalenti. In rezultatul asocierii cromozomilor omologi in celulele mama

polinice normale, se vizualizeazd 7 bivalenti, care pot fi mai usor examinati dupa pozitia si

numadrul chiasmelor. Astfel, configuratia bivalentilor a fost aplicatd in evaluarea frecventei

crossing-over-ului meiotic la orz in conditiile patogenezei virale.

Diferente dintre variantele experimentale au putut fi observate dupa frecventa diferitelor

tipuri de bivalenti, care au permis aprecierea gradului de conjugare meiotica in dependenta de

pozitia si numarul de chiasme (vezi Figura 2.3, capitolul 2).

In investigatiile citologice chiasmele sunt considere expresia citologicad a crossing-over-

ului, reflectand punctul de coeziune intre regiunile de omologie ale cromatidelor nesurori. In

conformitate cu pozitia chiasmelor de-a lungul bratelor cromozomale a fost apreciata frecventa

diferitelor tipuri de bivalenti (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Frecventa tipurilor de bivalenti per CMP (2n=14) la soiurile de orz sanatoase

si infectate cu VMDO
Tip s. Galactic s. Sonor s. Unirea
bivalenti Martor VMDO Martor VMDO Martor VMDO
1 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 | 0,138+0,065 | 0,483+0,094 | 0,172+0,071 | 0,448+0,094 | 0,241+0,080
sk kek %
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+I 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+II 0,828+0,122 | 1,517+0,118 | 0,172+0,071 | 1,517+0,118 | 0,758+0,128 | 1,552+0,106
skeskeosk Kk skesksk
T+III 0,103+0,058 | 0,448+0,117 | 0,103+0,047 | 0,379+0,092 | 0,138+0,065 | 0,242+0,088
skskosk kok %
TT 0,827+0,132 | 0,414+0,105 | 0,827+0,132 | 0,414+0,105 | 0,689+0,123 | 0,414+0,105
skeskeosk * *
TT+I 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+0,077 | 0,069+0,048 | 0,172+0,071 | 0,103+0,056 | 0,207+0,077
* kk *
SI 6,17240,269 | 7,759+0,287 | 6,276+0,257 | 7,828+0,254 | 6,103+0,239 | 7,345+0,206
esksk ks skesksk
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
sk kk *
S 14,07+£0,22 | 15,41+0,304 14,21+0,21 15,55+0,30 13,52+0,18 | 14,76+0,214
sk ek *

*; Ak xkx _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
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Atat in varianta martor, cat si in cazul infectarii plantelor de orz cu VMDO, in meiocite
mai frecvent erau vizualizati bivalenti asociati la un capat telomeric, precum si conjugati prin
doud chiasme — una telomericd si una interstitiala. Infectia virald a conditionat modificari
statistic apreciabile la cele trei soiuri analizate. Micsorarea frecventei bivalentilor de tipul ,,II” si
»1 a fost insotitd de majorarea ratei celor cu doud sau trei chiasme interstitiale (tipul ,, T+II” si
»1+II”), iar frecventa bivalentilor asociati la capetele telomerice s-a redus substantial.
Modificarile atestate in distributia chiasmelor denota elocvent nu doar redistribuirea coeziunilor
dintre cromatidele surori, dar si inducerea de schimburi suplimentare.

La plantele martor numarul mediu al chiasmelor interstitiale a constituit 6,1 la s. Unirea si
6,28 la s. Sonor, iar a celor terminale 7,45 — 7,97 corespunzator. in aspect general, bivalentii erau
asociati prin doud coeziuni, numarul total al chiasmelor constituind 14,1 si 14,2 la s. Galactic si
Sonor respectiv. La plantele neinfectate a s. Unirea cu frecventd mai majora au fost remarcati
univalentii, ceea ce a determinat o medie mai redusa a chiasmelor per bivalent.

Aplicarea testului Anova a scos in evidentd dependenta prioritard a sumei totale a

chiasmelor de locul distributiei coeziunilor (Tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Analiza variantei numarului de chiasme la plantele de orz sanatoase si
infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului

Sursa variatie (.}rad de 'Suma . Te.:stul P
libertate | patratelor Varianta Fisher

A: Tipul de chiasme 8 14819,87 6066,23 4419,06 0,0000
B: Genotipul 2 17,62 8,813 6,42 0,0017
C: Virusul 1 1773,33 773,333 563,30 0,0000
Interactiunea AB 6 9,917 1,653 1,20 0,3021
Interactiunea AC 3 92,38 30,793 22,43 0,0000
Interactiunea BC 2 0,12 0,062 0,05 0,956
Interactiunea ABC 6 1,44 0,239 0,17 0,9836
Rezidual 672 922,47 1,373

Total 672 19320,0

Conform datelor obtinute, suma totald a chiasmelor este determinata in proportie de 77%
de tipul bivalentilor. Puterea de influentd a infectiei virale constituie peste 9% (P<0,001), iar
impactul agentului viral nu este dependent de genotip. Genotipul in mod particular, precum si
interactiunea cu ceilalti factori analizati, nu reprezinta o sursa de variatie a numarului total de

chiasme.
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4.2.2. Aprecierea recombinarii meiotice la descendentii soiurilor de orz infectate cu
virusul mozaicului dungat al orzului

La plantele martor, valoarea medie a numarului total de chiasme a variat intre 13,37 si
13,69 la soiurile Unirea si Sonor respectiv (Tabelul 4.7). Sub influenta infectiei virale la
descendentii celor trei soiuri analizate s-a constatat sporirea numarului coeziunilor interstitiale.
Aceste perturbari au condus la cresterea numarului total de chiasme, cu toate cd nivelul
chiasmelor terminale a variat nesemnificativ.

In rezultatul examenului citologic al microsporogenezei s-a stabilit ca fluctuatiile
valorilor medii ale chiasmelor sunt generate de modificarile tipurilor bivalentilor. Similar
variantelor martor la loturile experimentale mai frecvent au fost identificati bivalentii de tip ,,T”
si,, I +I”. Predominarea acestor tipuri de bivalenti a fost Inregistrata si la alte combinatii gazda-

patogen [93; 287].

Tabelul 4.7. Valoarea medie a numarului de chiasme per CMP la descendentii de orz
obtinuti de la plante sanatoase si infectate cu VMDO

Tipul chiasmelor
Genotipul analizat interstitiale terminale terminale +
interstitiale
martor 5,947+0,197 7,748+0,286 13,684+0,223
s. Galactic VMDO 7,336+0, 262 ** 7,662+0, 298 14,975+0, 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 este
determinat de coeziunile pozitionate in regiunile telomerice (Figura 4.5 A, C, E). La
descendentii plantelor infectate se atesta schimbari in distributia chiasmelor interstitiale, precum
si inducerea de noi coeziuni sinaptice. Suma totald a chiasmelor la cele trei variante
experimentale este dependentd prioritar de bivalentii cu una, doud, sau chiar trei chiasme
interstitiale de tipul ,, T+II”, ,, T+ (Figura 4.5 B, D, F). Este semnificativ faptul, ca la
descendenti plantelor infectate, similar variantelor virozate, generarea de noi schimburi de-a

lungul bratelor cromozomale a fost Tnsotitd de cresterea univalentilor.
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Fig. 4.5. Dendrograma distributiei tipurilor de bivalenti in meiocitele de orz a
descendentilor plantelor infectate si sdnatoase a soiurilor Galactic (A, B), Sonor (C, D),
Unirea (E, F). Varianta martor — A, C, E; descendentii plantelor virozate — B, D, E.

In cadrul populatiilor de orz derivate de la plante infectate au fost stabilite modificari in
raportul tipurilor de bivalenti. In toate cazurile atestate, a sporit semnificativ cota bivalentilor
conjugati in pozitia terminald si cu doua sau trei interstitiale [41]. Potrivit autorilor Korol A. si
coaut. [239] bivalentilor cu trei coeziuni sinaptice le este atribuit rolul principal in inducerea
diversitatii genetice.

Se stie ca factorii care cauzeaza modificari ale frecventei crossing-over-ului pot fi
utilizati ca inductori ai variabilitatii genetice [239; 463]. Redistribuirea chiasmelor are o mare

importantd, deoarece duce la cresterea recombinarilor Intre genele localizate in aceleasi grupuri
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de linkage [221; 370]. Rezultatele noastre privind efectul VMDO asupra microsporogenezei la
plantele de orz susceptibile si descendentii acestora prezintd date confirmative cu privire la
perturbarea conjugarii meiotice si proprietatilor recombinogenetice ale factorului viral.

Cresterea frecventei recombindrii este raportata la plantele de tutun infectate cu VMT
[223]. Se sugereaza, ca in rezultatul interactiunii dintre gazda si patogen se produce un semnal
sistemic, care conduce la cresterea frecventei recombindrii meiotice si somatice. Semnalul
generat la locul infectiei este capabil sd se rdspandeascd mai repede decét virusul, modificand
stabilitatea genomului in tesutul neinfectat [240]. Autorii Filkowski J. si coaut. [ 139] au presupus
o potentiald implicare a radicalilor liberi in inducerea efectului sistemic, constatand o sporire
semnificativa a recombindrilor in plantele de tutun tratate cu agenti generatori de radicali liberi si
radiatii electromagnetice ultraviolete.

In ultimele decenii s-au obtinut rezultate ce au contribuit la evaluarea mecanismelor
recombindrii meiotice. Studiile privind desfasurarea crossing-over-ului la mutantii meiotici
denota ca frecventa si distributia schimburilor sinaptice sunt sub control genetic strict.

Odatd cu inregistrarea progreselor in Intelegerea mai completd a structurii si functiei
genomului la plante, s-a facut avansari in intelegerea si aprecierea controlului recombinarilor
meiotice [37].

Conform unor autori, intre rata recombinarii si structura cromozomilor (dimensiuni,
marimea bratelor, distanta de la centomer sau telomeri) [277], structura si compozitia
cromatinei (continutul bazelor GC, secventelor Inalt repetitive, elementelor transpozabile) este
stabilita o corelatie slaba [426].

Pentru mai multe specii de plante este descrisd o frecventd diferitd a recombindrii de-a
lungul cromozomului [36; 84]. De asemenea, la plante este constatatd prevalarea recombinarii
meiotice In regiunile transcriptibil active si lipsa schimburilor in regiunea centromerica.
Totodatd, pentru grau, porumb si orz este stabilitd cresterea recombindrii pe masura Indepartarii
de la centromer [citat dupa 293]. Rezultate similare au fost obtinute si la orez [Kao et al., 2006].
In baza descrierii complete a hirtii cromozomului 4 la 4. thaliana au fost aduse date privind
lipsa unui gradient de descrestere al valorii frecventei recombinarii de la centromer spre telomeri
[125]. Autorii constata lipsa corelatiei dintre rata recombindrii si distribuirea genelor active,
precum si a elementelor transpozabile.

La plante, asemenea multor altor eucariote superioare, este constat prevalarea
recombindrii In regiunilor bogate in gene, reducerea frecventei cross-over-ilor spre telomere si

lipsa recombindrii in regiunea centromerelor. Pentru mai multe specii de plante sunt descrise
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deosebiri dupa rata frecventei recombinarii Intre cromozomi. La tomate o ratd mai Tnaltd este
stabilitd pentru cromozomii 7 si 8 [84].

Numarul de chiasme per cromozom este determinat de doud reguli generale: conjugarea
corectd a cromozomilor si interferenta alelelor [293]. Se considera, cd reprimarea recombinarii
intre secventele Tnalt repetitive protejeaza genomul de rearanjamente.

Un interes deosebit prezintd mecanismul ce controleaza acest proces. Prezenta unor site-
uri specifice recombinarii au fost descrise anterior la Saccharomyces cerevisiae si S. pombe si
ulterior pentru alte organisme [225], inclusiv plante [293]. La S.cerevisiae site-urile specifice
recombindrii nu sunt distribuite uniform de-a lungul cromozomilor, domeniile fierbinti fiind
plasate mai departe de centromere si telomere. La eucariote, inclusiv plante, schimburile cross-
overe nu se produc pe toatd lungimea cromozomilor [293]. Site-urile specifice recombindrii nu
sunt conservative si necesita a fi studiate pentru fiecare specie de plante [123].

Totodata, datele privitor la recombinarea la plantele sunt insuficiente, iar reactiile
specifice asociate infectiilor virale stabilite un cazul interactiunile compatibile sunt mult mai

complicate si cu multe mai ambiguitati.

4.3. Estimarea citogenetici a microsporogenezei la plantele de tomate si orz in
conditii de patogeneza virala

4.3.1. Evidenta anomaliilor meiotice la plantele de tomate infectate cu virusuri si
descendentii acestora

Primele constatdri privitor la unele anomalii Tn desfasurarea meiozei la plantele infectate
cu virusuri in literatura de specialitate se remarca acum 70 ani. Pe perioada urmatoarelor decenii
acestei probleme au fost acordate studii sporadice, conform cdrora se semnaleaza influenta
infectiilor virale asupra sferei reproductive la diverse specii de plante. Rezultatele cercetarilor
experimentale realizate in carul laboratorului Biotehnologii vegetale pe parcursul ultimilor doud
decenii denotd cert influenta unor virusuri, in particular a VMT, asupra diferitelor etape ale
meiozei [452]. Datele acumulate privitor la impactul infectiilor virale asupra regularitatii
microsporogenezei indicd necesitatea studierii detaliate a particularitatilor diviziunilor in
dependenti de specificul sistemului gazda-patogen. In vederea aprofundarii cercetarilor referitor
la aspectele citogenetice ale patogenezei virale prezinta interes studierea influentei germenilor
virali in complex si/sau comparativ cu alti factori, cum ar fi radiatiile gama, modul de actiune al
carora asupra materialului genetic este amplu studiat. Un interes deosebit prezintd studierea
microsporogenezei la tomatele afectate de aspermie, o boald virald ce induce modificari

substantiale ale organelor sferei reproductive. Conform unor rezultate anterioare, VAT reduce
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semnificativ capacitatea germinativd a polenului, cauzand perturbari semnificative ale
functionalitatii gametofitului masculin [7].

In baza analizei citogenetice a meiozei la soiurile Nistru, Prizior si Fachel s-a demonstrat,
ca la plantele martor procentul celulelor cu aberatii a fost relativ mic, variind intre 4,2% la soiul

Nistru si 5,8% la soiul Fachel (Tabelul 4.8).

Tabelul 4.8. Frecventa anomaliilor meiotice la tomate in cazul infectirii cu VAT, %

Genotip Varianta Faza CMP cu Tipul anomaliilor meiotice
diviziunii anomalii, %
meiotice Eliminari Retardari | Punti
s. Nistru Martor A-T1 422 5,11 4,00 -
A-T1I 4,06 5,31 1,77 -
VAT A-T1 23,88%** 11,94 18,91 -
A-TII 39,01 %** 13,00 15,38 -
s. Prizior Martor A-T1 4,52 3,70 5,82 -
A-TII 4,45 0,86 3,00 -
VAT A-T1 31,08%** 26,51 11,26 0,90
A-TII 42,68*** 19,51 11,79 -
s. Fachel Martor A-T1 6,05 4,39 5,70 -
A-T1I 5,52 3,97 5,16 -
VAT A-T1 29,23 %** 17,69 6,92 6,99
A-TII 45,83 %** 8,33 26,04 1,06

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

Infectarea plantelor cu VAT a cauzat sporirea cotei aberatiilor de tipul: cromozomi
retardatari, elimindri de cromozomi, punti cromatice si in consecintd a procentului sumar de
celule cu aberatii (Figura A 4.3).

Studiul citologic al microsporogenezei a evidentiat modificéri cu o distributie diferita in
diviziunea I si II meioticd. Astfel, rata celulelor cu aberatii la plantele martor in A-T I a variat
intre 4,2 % (s. Nistru) si 6 % (s. Fachel). In A-T II procentul CMP anormale fati de cel din
prima diviziune a fost redus (P<0,05). Date similare sunt comunicate si pentru alte plante,
inclusiv tomate [471]. Unii autori explicd aceasta reducere prin eliminarea CMP aberante si/sau
ca urmare a unor procese de “reparare” a restructurarilor survenite in structura ADN [80; 307].

La plantele infectate cu VAT se atesta cresterea semnificativa a ratei CMP aberante de
cca 4,8 ori la s. Fachel si de 6,9 ori la s. Prizior. In diviziunea IT acest efect se aprofundeazi.

In conditiile patogenezei virale, microsporogeneza evolueaza deosebit fatd de conditiile
normale. La plantele infectate profaza meiotica s-a desfasurat in perioada acumuldrii maximale
in celulele anterei a agentului viral si destabilizarii proceselor intracelulare desfasurate ca

urmare a infectiei productive. Amplificarea efectului ,,perturbant” in diviziunea II la plantele
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virozate se datora specificului factorului aplicat; respectiv — infectiei virale care poate fi
consideratd o sursa cu actiune continua [7].

Posibilitatea inducerii de mutatii in cazul infectiilor virale nu este surprinzatoare,
deoarece orice viroza presupune o patrundere (introgresie) de material genetic strdin in celula
gazda [121]. Efecte genetice cauzate de fitovirusi au fost descrise la porumb [76], la sorg [301]
si alte specii [77]. Mottinger J. si coaut. [308] au obtinut mutatii ale genei alcooldehidrogenaza
(Adhl) la Zea mays prin infectarea acestuia cu virusul mozaicului striat al orzului. Autorii au
explicat acest efect mutagen prin inducerea de cétre infectia virald a unui ,,stres citogenomic”
care a mobilizat unii transpozoni ce au produs mutatii.

In inducerea leziunilor cromozomale pot fi implicate si proteinele structurale ale
virusului (de exemplu, factorul hemolitic/sincitizant in cazul paramixovirusurilor) [30].
Rezultatele experimentale au ardtat, ca amploarea si frecventa leziunilor in cazul unei infectii
productive sunt semnificativ mai mari.

Schimbarile structurale cromozomale se manifesta in diverse faze ale meiozei sub forma
de aberatii cromozomale. Diferitele tipuri de aberatii din metafaze sau anafaza-telofaza reflecta
spectrul de modificari structurale si determind intensitatea efectului mutagen al diferitilor factori
[307]. Se considera, ca prezenta cromozomilor retardatari In A-T I este expresia citologicd a
unor restructurari de tipul duplicarilor sau deficientelor [80], iar puntile cromatice se formeaza
in urma inversiilor [291].

Conform rezultatelor cercetarilor citogenetice, in anafaza si telofaza timpurie din I si II
diviziune mai frecvent s-au vizualizat eliminari de cromozomi sau cromozomi retardatari
(Tabelul 4.8). Punti cromozomale sau cromatidice au fost remarcate numai la plantele virozate
ale s. Fachel si cu o frecventd foarte redusd la s. Prizior. Conform unor autori puntile sunt mai
frecvente la formele cu Tnmultire vegetativd, avand rol major in sporirea variabilitatii genetice
[291]. In toate variantele experimentale s-a remarcat prezenta a doud sau mai multe aberatii intr-
o singura celuld (in cca 35-60% din CMP), ccea ce a determinat accentuarea efectului depresiv.

Anomalii meiotice la tomate sub influenta infectiei virale si razelor gama. In
conformitate cu sarcinile propuse 1n acest studiu a fost elaboratd schema experimentald conform
careia profaza meiotica s-a desfasurat in perioada acumuldrii maximale a agentului viral in
tesuturile anterei. Iradierea lastarasilor a fost realizata la aflarea butonilor florali in faza meiotica
(faza a VI-a a ontogenezei, ce corespunde perioadei de desfasurare a micro- si
macrosporogenezei).

Cercetdrile citogenetice au permis stabilirea, ca infectarea plantelor cu VAT sau VXC a

cauzat majorarea procentului de CMP aberante. Astfel, in A-T I procentul CMP cu aberatii a
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crescut de 3,02 — 4,44 ori la s. Fachel si de 3,92 — 3,65 ori la s. Prizior in cazul infectarii cu
VAT sau VXC corespunzator. De asemenea, se remarca sporirea frecventei celulelor cu aberatii
in urma iradierii cu raze gama in doza de 20 Gy, atat a tomatelor sanatoase, cat si a celor

infectate cu virusuri (Tabelul 4.9).

Tabelul 4.9. Frecventa celulelor mama polinice cu aberatii in cazul iradierii
tomatelor sanatoase si infectate cu virusuri

s. Prizior s. Fachel
Varianta A-TI A-TII A-TI A-TI
Martor 7,82+1,22 7,13£1,03 9,63+1.23 9,54+1,06
Razele gama 38,4241,21%** 23,20+0,37%** 42,29+40,73*** | 2525+0,85%**
VAT 30,6540,99%** 42,64+1,03%** 29,13£1,22%** | 44,72+0,98***
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%** 51,3045,57*** | 20,67+1,25%**

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

Conform datelor obtinute, efectul particular al VAT sau VXC asupra primei diviziuni
meiotice la s. Prizior este practic la acelasi nivel. Iradierea tomatelor sdndtoase sau infectate cu
virusuri a determinat majorarea semnificativa a procentului celulelor cu aberatii in A-T 1. In cea
de-a doua diviziune meiotici impactul doar al razelor gama este cu cca 60% mai redus. In cazul
influentei combinate a radiatiei si a unuia dintre virusuri, se constatd o tendintd similard de
diminuare a frecventei CMP aberante in A-T I comparativ cu A-T II, insd cu o amploare mai
redusd. Asemenea efect se constata pentru ambele genotipuri §i virusuri.

Studiul citologic al meiozei a scos In evidentd aberatii de tipul: cromozomi retardatari,
eliminari de cromozomi, punti cromozomale sau cromatice cu sau fard fragmente. Conform
rezultatelor cercetarilor citogenetice Tn anafaza si telofaza diviziunilor I si II, mai frecvent s-au
intdlnit elimindri de cromozomi sau cromozomi retardatari [4]. Autorii Cornforth M. si Bedford
J. [102] remarca elimindrile cromozomilor ca cele mai des iIntdlnite restructurari cauzate de
radiatiile ionizante. Puntile cromozomale sau cromatidice cu sau fara fragmente au fost
remarcate doar la tomatele infectate cu VAT cu / sau fara radiatie (Tabelul 4.10).

Paralel cu cresterea ratei celulelor mama polinice cu aberatii, in cazul s. Prizior infectat
cu unul dintre virusurile studiate sau s. Fachel infectat cu VXC se remarca majorarea
semnificativd a microsporocitelor cu doud sau mai multe aberatii. In cazul s. Fachel, iradierea

materialului infectat a indus diminuarea (P< 0,01) frecventei CMP cu multiple aberatii.
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Tabelul 4.10. Frecventa celulelor cu aberatii si spectrul anomaliilor meiotice in
A-T I 'in cazul iradierii tomatelor sinatoase si infectate cu virusuri

= CMP CMP Tipuri anomalii Total aberatii

E Varianta an(a;;z;l te no(t;::)ﬂe Retar- | Elimi- | Punti Frag- | per ce'l.ule cu

3 ) ) dari nari mente | aberatii
Martor 675 615 18 43 - - 1,0140,02
Raze gama 690 423 117 249 - - 1,38+0,05%**

5 VAT 666 459 84 180 9 - 1,35+0,16%**

‘N | VAT + 678 216 213 267 - - 1,05+0,06

& | radiatie

% | VXC 585 420 108 93 - - 1,22+0,06%***
VXC + 690 316 141 255 - - 1,06+0,02
radiatie
Martor 684 617 51 39 - - 1,36+0,11
Raze gama 762 432 171 285 - - 1,37+0,07

E VAT 390 276 66 69 5 - 1,30+0,07

Q| VAT + 762 312 177 327 12 6 1,17+0,10%**

= | radiatie

“vxc 492 342 144 60 - - 1,89+1,19%%**
VXC + 765 378 174 231 - - 1,05+£0,02%**
radiatie

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

Aplicarea testului Anova a scos 1n evidentd impactul similar al infectiei virale si al
radiatiei asupra primei diviziuni meiotice cu o putere de influentd de cca 24% si 22%, respectiv
(Tabelul 4.8).

Cele doud soiuri analizate — Fachel si Prizior, caracterizate prin susceptibilitate fata de
ambele virusuri, au prezentat o reactie similard la impactul factorilor studiati. Efect statistic
confirmat asupra decurgerii diviziunii a doua meiotice la genotipurile analizate a avut numai
infectia virald. Perturbarile evidentiate in diviziunea a doua la plantele virozate probabil se
datoreaza specificului factorului utilizat, care poate fi considerat drept un factor cu actiune
continud, persistentd pe durata microsporogenezei.

Actiunea asociata a celor doi factori (radiatiei si infectiei virale) a cauzat modificari de o
amploare diferita decat efectul separat al fiecaruia. Interactiunea acestor surse de variafie
prezintd un efect neliniar. Pentru evaluarea impactului comun al factorilor cu interactiune
neliniard sunt propuse mai multe modele matematice. In acest scop cu succes se utilizeaza
coeficientul interactiunii sinergice k [451], conform céruia s-a stabilit, cd intre modul de actiune
coorientat al infectiei virale si al razelor gama doar in cazul iradierii s. Prizior infectat cu VAT s-

a produs efect sinergic (kexp=1,12).
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Tabelul 4.11. Analiza variantei frecventei anomaliilor meiotice la tomatele infectate
si supuse iradierii

Contributia
procentuals | Gradul Suma S? Testul P
Sursa variatie a sursei de de pitratelor F
variatie, % libertate
A-T1
A: Genotip - 1 | 11,98 11,98 0,05 0,8262
B: Virus 24,37 2 | 3480,01 1740,01 7,12 0,0029
C: Radiatie 22,47 1 | 3207,90 3207,9 13,12 0,0010
Interactiune AB - 2 1202775 101,39 0,68 0,5142
Interactiune AC - 1 | 196,514 196,51 1,32 0,2606
Interactiune BC 23,22 2 1331599 1658,0 11,16 0,0003
Total 35 | 142777,7
A-TII
A: Genotip - 1 | 174,768 174,768 1,43 0,2413
B: Virus 35,6 2 |2213,46 1106,73 9,04 0,0008
C: Radiatie - 1 | 39,352 39,522 0,32 0,5741
Interactiune AB - 2 | 25,208 12,604 0,17 0,8443
Interactiune AC - 1 | 192,284 192,284 2,6 0,1190
Interactiune BC 26,3 2 | 1654,92 827,46 11,18 0,0003
Total 35 | 6223,94

Modificari similare ale procesului de microsporogeneza au fost descrise la formele de
tomate cu androsterilitate [471]. Perturbari ale procesului de meioza la tomate s-au remarcat, de
asemenea, In cazul actiunii unor factori fizici sau chimici. Rezultatele prezentate au evidentiat
faptul, ca tipul aberatiilor induse in diverse conditii experimentale a fost asemanator, variind
esential numai frecventa acestor aberatii. Se cunoaste faptul, ca nu toate rearanjamentele
cromozomale influenteazd starea functionala a polenului. Astfel, se considerd ca eliminarile de
cromozomi sau cromozomii retardatari, inregistrate in M I sau in M II, nu determina intotdeauna
formarea de polen steril. Acest fenomen poate avea loc daca cromozomii se distribuie 1n afara
fusului de diviziune, formand microspori cu numar neechilibrat de cromozomi [458].

Anomalii meiotice la descendentii tomatelor obtinuti de la plante infectate. Studiul
citologic al microsporogenezei la descendentii obtinuti de la plantele infectate cu agenti virali a
scos 1n evidentd un tablou asemandtor la toate loturile experimentale. Daca la plantele martor

cota celulelor aberante a constituit 4,98 — 6,21% in A-T primei diviziuni meiotice si 5,02 —
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5,18% 1n cea de-a doua, in populatiile tomatelor obtinute de la parinti infectati frecventa

devierilor prezenta valori proxime (Tabelul 4.12).

Tabelul 4.12. Frecventa celulelor mama polinice cu aberatii la descendentii
tomatelor infectate

s. Nistru s. Prizior s. Fachel
Varianta A-TI A-TII A-TI A-TII A-TI A-TII
Martor 6,21+1,04 | 5,1840,98 | 4,98+1,44 |5,02+0,88 | 5,68+1,48 | 5,14+0,84
Descendenti 8,43+£3,09 | 6,54+£1,46 | 5,181,226 | 4,76x£1,66 | 622+1,52 | 4,84+1,78
VAT
Descendenti 7254248 | 6,38+1,44 | 6,20£1,52 | 5,14£1,39 | 5,86£2,20 | 5,70+1,34
VXC

Impactul infectiilor virale asupra urmatoarei generatii a avut repercusiuni nesemnificative

a procesului de microsporogeneza. Intre valorile frecventei aberatiilor meiotice la variantele

experimentale nu au fost atestate devieri cu suport statistic. Cota CMP cu aberatii In ambele

diviziuni a prezentat doar tendinte de majorare, exprimand fluctuatii mai pronuntate.

Spectrul anomaliilor cromozomale estimate in CMP analizate, a inclus prioritar eliminari

st retardari cromozomale, si cu frecventa redusa — punti cromozomale cu sau fard fragmente
(Tabelul 4.13).

Tabelul 4.13. Rata celulelor normale si spectrul anomaliilor meiotice in A-T I la
descendentii tomatelor infectate

o CMP CMP Tipuri anomalii Total aberatii
g Varianti an(a;iz;lte no(;l:'lz)‘le Retar- | Elimi- | Pun | Frag- per celule
&) ) ) dari niri ti mente anormale
Martor 598 561 15 24 - - 1,05+0,02
2 | Descendenti 685 627 25 46 2 - 1,26+0,03**
Z | VAT
i Descendenti 720 668 17 42 - - 1,13+0,02*
VXC
. Martor 648 616 15 18 - - 1,03£0,01
.g Descendenti 598 567 18 32 3 - 1,89+0,07%%**
s VAT
» | Descendenti 612 574 22 38 - 1,32+0,02**
VXC
Martor 634 598 15 25 - - 1,11+0.01
E’ Descendenti 588 551 25 38 4 1 1,814+0,05%**
5 VAT
» | Descendenti 620 584 18 36 - 1,50+0,04%**
VXC

*; a0k wax _ diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
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Ca si in variantele plantelor virozate, si la descendenti cel mai frecvent au fost identificate
elimindri si cromozomi retardatari. Intr-un procent redus, au fost remarcate punti cromatidice
fara fragmente si doar numai intr-un singur caz, la generatia s. Fachel derivata de la plante
infectate cu VAT, s-a constatat punte cromatidicd insotita de fragmente.

La multe specii de plante s-a observat, ca puntile si fragmentele Tn meioza pot aparea ca
urmare a fragmentdrilor si reunirii cromatidelor in timpul profazei meiotice [288]. De asemenea,
este sugerat, ca devierile crossing-over-ului genereaza punti si fragmente. Potrivit autorilor,
puntile cromozomale cu fragmente in anafaza I pot fi formate atunci cand cromatidele ne-surori
ale cromozomilor omologi sau ne-omologi se rup si capetele proximale rupte se reunesc in forma
"U". Fragmentdrile si perturbarile meiozei sunt considerate drept consecinte ale restructurarilor
genelor sau a starilor de dezechilibrare, rezultate din interactiunea genotipurilor parentale in
cazul hibrizilor. Gottschlak W. si Kaul M. [163] au explicat fragmentarea cromozomilor, aparitia
asinapsiei si puntilor cromatidice ca rezultat al actiunii pleiotropice a genelor.

Potrivit rezultatelor obtinute la descendenti tomatelor virozate, cota celulelor cu aberatii
in anafaza-telofaza I si Il meiotica a prezentat valori comparabile cu varianta martor. Cu toate
acestea a fost atestat, ca frecventa aberatiilor per celuld este semnificativ mai majora. Astfel, in
A-T I la descendentii s. Nistru derivati de la plantele infectate cu VAT se depistau cu cca 20%
mai frecvent meiocite cu 2 si mai multe aberatii decat la plantele nesupuse impactului infectiei
virale. Date similare au fost atestate pentru toate variantele experimentale. Sporirea numarului de
aberatii in cadrul aceleasi celule polinice denotd o instabilitate a procesului de meioza.
Eliminarile si retarddrile identificate in anafaza-telofaza timpurie pot conduce la formarea de
micronuclei si, respectiv, in devieri ale distributiei uniforme a materialului genetic intre celulele

fiice.

4.3.2. Anomalii meiotice la plantele de orz infectate cu virusul mozaicului dungat al
orzului si descendentii acestora

Réspunsurile plantelor se bazeaza pe capacitatea de a recunoaste stresul, inclusiv cel
asociat infectiilor virale, si a produce semnale care pot activa reactii specifice in tesuturile
indepartate. La soirile de orz analizate in urma infectarii cu VMDO s-au stabilit relatii
compatibile, ceea ce a generat viroza sistemicd. Prin metode de diagnostic virusologic (procedeul
microscopiei electronice de contrastare negativa), particulele virale au fost depistate in toate
partile vegetale ale plantei, precum si in tesuturile somatice ale anterei. In conditii de patogenezi
si stabilire a relatiilor compatibile dintre gazda si patogen s-au produs rearanjamente

morfofunctionale ce au generat semnale si In tesuturile neinfectate cum sunt cele arhesporale.
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Conform studiilor citologice ale microsporogenezei la plantele sandtoase, s-a stabili ca
cota celulelor normale in I diviziune meioticd variaza intre 88,9 si 87,3% la soiurile Galactic si
Sonor respectiv. In cea de-a doua diviziune se atesta o tendinta de reducere a frecventei celulelor

mama polinice cu aberatii (Tabelul 4.14).

Tabelul 4.14. Frecventa CMP cu aberatii la plantele de orz sanitoase si

infectate cu VMDO
Martor VMDO
Genotip
A-TI A-TII A-TI A-TII
s. Galactic 11,10+1,51 10,24+1,23 32,804],72%** 24,37+],12%**
s. Sonor 13,67+1,14 13,58+1,51 36,56+1,34%** 31,46+0,89%**
s. Unirea 12,134+0,65 10,36+0,45 31,224]1,07%** 26,81+£1,3]%**

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

VMDO a conditionat majorarea numarului CMP cu aberatii. La s. Galactic cota
meiocitelor anormale a fost majorata de 2,9 ori in A-T I si de 2,4 ori in A-T II, comparativ cu
martorul. Destabilizarea semnificativa a procesului de meioza in conditiile patogenezei virale a
fost raportata si pentru soiurile Sonor si Unirea.

Spectrul aberatiilor atestate a inclus cromozomi retardatari, elimindri de cromozomi sau

cromozomi precoci, punti cromozomale sau cromatidice (Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Diviziuni meiotice la orz la diferite etape: A) metafaza I normali; B) metafaza I cu o
eliminare de cromozomi (sigeata); C) metafaza I cu cromozomi precoci (sigeatd); D) anafaza I
normali; E) anafazi I cu cromozomi precoci si retardatari; F) telofazi I cu cromozomi retardatari
(sageatd); G) telofaza I normala; H) si I) telofaza I cu punti cromozomale (sageata); J) telofaza 11
normala (sageata); K) telofaza II cu retardari (sageata); L) segregarea neechivalenta a
cromozomilor (sigeata) (x 600).

Cel mai frecvent au fost identificati cromozomii retardatari sau precoci, cu o ratd
semnificativ mai redusd la martor. Perturbarile conjugarii cromozomilor omologi au favorizat
clivarea anormald a cromozomilor, ceea ce a condus in etapele ulterioare la retardarea sau
eliminarea precoce a cromozomilor [45]. Destabilizarea segregarii se considera a fi rezultatul
desinapsiei si formdrii de univalenti, dar si a dereglarilor aparatului mitotic, responsabil in

distributia echivalentd a materialului genetic intre celulele fiice [475].

Anomalii meiotice la descendentii soiurilor de orz obtinuti de la plante infectate.
Investigatiile citologice ale descendentilor de orz obtinuti de la plantele infectate cu VMDO au
demonstrat ca 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% si 11,4-
12,2% in variantele experimentale (Tabelul 4.15).

Similar tabloului citologic stabilit la descendentii plantelor virozate de tomate, in studiul
impactului VMDO asupra microsporogenezei la orz, devierile frecventei celulelor anormale nu
au fost confirmate statistic. Cu toate ca cota CMP cu aberatii a detinut valori similare, in

variantele experimentale a celor trei soiuri de orz analizate a fost descrisa prezenta mai multor
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tipuri de anomalii Intr-un singur meiocit. Sporirea aberatiilor meiotice per celula anormala in A-

T I a avut suport statistic cu o marire de 8,14 si 20% respectiv la soiurile Unirea, Galactic si

Sonor.

Tabelul 4.15. Procentul celulelor normale si spectrul anomaliilor meiotice in A-T I la
descendentii soiurilor de orz infectate cu VMDO

o CMP CMP Tipuri anomalii Total aberatii

S | Varianti an(al:;z;lte n"(;‘;lile Retar | Elimi- | Pun | Frag- per celule

3 ) ) -dari | nari ti mente aberante
Martor 635 571 31 37 - - 1,06+0,03

Q

S [ Descendenti 580 514 29 48 3 — | 1,21+0,05%*

<

© | VMDO

g Martor 710 638 34 41 - - 1,04+0,05

o

é Descendenti 742 655 47 62 - - 1,25+0,08*

% | VMDO

o | Martor 660 587 39 40 - - 1,08+0,01

o]

';é) Descendenti 674 592 42 54 - 1,17+0,03*

4 | VMDO

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

Aplicarea analizei variantei a scos in evidentd impactul infectiei virale in destabilizarea

proceselor nu doar in anafaza-telofaza I, dar si asupra celor de segregare a materialului genetic n

cea de-a doua diviziune meiotica (Tabelul 4.16).

Tabelul 4.16. Analiza variantei frecventei anomaliilor meiotice la descendentii de
orz obtinuti de la plante infectate

oL, Grad de Suma
Sursa de variatie libertate patratelor S? Testul F P
A-T1

A: Genotip 2 12,854 12,854 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
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Datele obtinute, indicd cert, cad formarea meiocitelor normale cu un set echilibrat de
cromozomi la soiurile analizate de orz nu depinde de genotip. Infectia produsa de VMDO a
condus la destabilizari care s-au mentinut si la descendentii sdnatosi ai plantelor infectate.

Efecte genetice produse de infectia virald sunt raportate de Dong X. [121] la plantele de
tutun infectate cu VMT. Autorul remarca o crestere a rearanjamentelor ADN-ului la descendentii
plantelor infectate, indicand faptul, cd recombinarea indusa de patogen poate duce la adaptari

ereditare la stres.

4.4. Regularitatea diviziunilor meiotice la tomate si orz in conditii de patogeneza
virala

Fiecare microspor poate fi privit ca o unitate morfofunctionald independenta, ce reflecta
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 activitate functionald a meiocitului este determinata
de starea generald a plantei.
formare a organelor reproductive este consideratd cea mai critica in dezvoltarea plantei [172].

4.4.1. Aspectul morfologic al tetradelor in anterele plantelor de tomate si orz
infectate cu virusuri

Printre metodele citogenetice, evaluarea microsporogenezei in baza etapei de tetrade
constituie una clasica si uzuald in solutionarea diferitelor probleme ale biologiei aplicate.
Conform [141; 177], tetradele constituie un model de perspectivd in studierea mutatiilor
meiotice, regularitatii diviziunilor celulare, reprezentdnd expresia morfologicd primara a
anomaliilor meiotice produse.

Analiza tetradelor, similar testului micronucleic, poate fi aplicatd in aprecierea
genotoxicitatii diferitelor substante chimice si factorilor poluanti (pesticide, metale grele,
radionuclizi etc.) [297].

Potrivit mai multor autori, intelegerea deplind a evenimentelor desfasurate in meioza
poate fi mai usor contemplata in baza evaluarii produsului diviziunilor meiotice — tetradelor.

Conform datelor studiului citologic al etapei de tetrade au fost relevate diferente
apreciabile ale microsporogenezei la plantele de tomate si orz sdndtoase si cele infectate cu
virusuri. Eliminarea cromozomilor in afara fusului de diviziune si separarea neechilibratd a

cromozomilor in A-T II a contribuit la formarea de sporade anormale (monade, diade, triade
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precum si poliade). Infectarea plantelor cu VAT a favorizat o distributie neechilibrata a

materialului genetic intre celulele fiice si formarea de sporade anormale (Figura 4.7).

30
25
20 BNistru Martor
BNistru VAT
> @ Prizior Martor
10 @ Prizior VAT
. Fachel Martor
@Fachel VAT
0 . :
Martor VAT Martor VAT Martor VAT
Nistru Prizior Fachel

Fig. 4.7. Celule cu distributii neechivalente ale cromozomilor la plantele de tomate sdnitoase si
infectate cu VAT, %.

La plantele martor, frecventa CMP cu distributie neuniforma a variat intre 4,0 si 5,01%
(1a soiurile Fachel si Prizior); in cazul plantelor infectate cu aspermie acest procent a crescut de
3,7 ori la soiul Prizior si de 6,4 ori la soiul Fachel. Conform rezultatelor obtinute, in anterele
plantelor martor tetradele au constituit peste 80% din totalul sporadelor.

Infectia virald a favorizat formarea poliadelor (in special pentadelor) si diadelor; mai
putin a monadelor (Tabelul 4.17). Diferente semnificative s-au observat in nivelul ratei triadelor
(uniforme si neumiforme). Aceste modificari au fost deosebit de evidente la soiul Fachel, la
care au atins rata de peste 37 %.

In anterele soiurilor de tomate sanitoase, rata tetradelor morfologic normale a fost in jur
de 95-96%. VAT similar VXC, a indus reducerea tetradelor cu peste 20% la toate cele trei soiuri
analizate. Infectarea tomatelor cu viroze a avut drept consecintd sporirea cotei sporadelor
anormale (monadelor, diadelor, triadelor, precum si poliadelor), frecventa cérora la plantele
sanatoase era destul de redusa (4-5 %). Ambele virusuri au condus la majorarea semnificativa
atat a nomadelor si diadelor, cat si a poliadelor. Repercusiuni similare au fost inregistrate si la
soiurile de orz de primdvara infectate cu VMDO. Trebuie de remarcat, ca la orz, comparativ cu

tomatele, a fost atestat un procent mai sporit al monadelor si diadelor [1].
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Tabelul 4.17. Frecventa sporadelor anormale la soiurile de tomate si orz de primavara,
sanatoase si infectate cu virusuri

Genotip | Varianta Tipul sporadelor
Monade | Diade Triade | Tetrade | Poliade
Tomate (Solanum lycopersicum L.)

s. Fachel | martor 0,06+0,04 0,20+0,12 2,83+0,06 96,53+0,63 0,38+0,10
VAT 0,66+0,09 2,06+0,16 21,23+0,44 71,36+0,94 4,69+0,39
VXC 0,47+0,08 1,52+0,17 21,10+0,75 73,65+0,30 3,25+0,27

s. Nistru | martor 0,23+0,01 0,39+0,21 2,71+0,10 96,20+0,16 0,46+0,01
VAT 1,04+0,08 2,07+0,49 22,30+0,21 70,53+0,84 4,08+0,52
VXC 0,75+0,09 1,17+0,05 22,98+0,34 73,26+0,35 1,85+0,12

s. Prizior | martor 0,39+0,05 0,7140,03 2,95+0,03 95,36+0,23 0,59+0,14
VAT 1,53+0,20 1,92+0,14 23,19£1,26 71,28+0,99 2,06+0,06
VXC 0,85+0,15 1,03+0,92 23,37+0,31 72,87+0,48 1,87+0,13

Orz de primavara (Hordeum vulgare L.)

S. martor 2,49+0,17 1,81+0,18 1,24+0,09 93,58+0,44 0,88+0,16
Galactic | VMDO 5,35+0,18 12,13+0,64 5,91+0,49 72,28+1,06 4,32+0,22
S. Sonor martor 1,42+0,14 1,58+0,22 0,91+0,06 95,19+0,31 0,89+0,28

VMDO 4,63+0,42 8,41+0,21 4,75+0,09 79,51+£0,28 2,69+0,16
s. Unirea | martor 1,48+0,09 1,44+0,18 1,13+0,08 95,16+0,35 0,79+0,07
VMDO 4,9140,40 10,22+0,18 5,31+0,21 76,07+1,41 3,49+0,23

kK

EETS

sokok

EEES

skokk

ok *x%  diferente semnificative pentru P <0,01; 0,001, respectiv.

Specific pentru tomate este formarea simultand a microsporilor si distribuirea lor

tetraedrica, iar pentru orz — succesiva cu repartizare izobilaterala (Figura 4.8). Este cunoscut

faptul, cd la speciile cu tip succesiv de formare al microsporilor, monadele pot aparea ca rezultat

al blocarii citochinezei dupa prima diviziune meioticd. Cauzele inducerii monadelor sunt

asociate cu dereglarile fusului de diviziune si fragmoplastului, precum §i a membranelor

celulare. In urma examinarii microsporogenezei de tip succesiv si simultan, [ITamuaa H. [490]

concluzioneaza, cd prima diviziune meiotica poate finaliza cu asemenea produsi anormali cum

sunt monadele uni- si polinucleate, monadele perforate, diadele. Formarea diadelor si a

monadelor perforate este rezultatul initierii sau chiar a realizarii citochinezei dupa telofaza I, in

timp ce monadele mononucleate apar in urma blocarii formarii fusului de diviziune in metafaza

I, iar a monadelor polinucleate (cu 3 si mai multi micronuclei) — ca rezultat al formarii fusului de

diviziune poliarcal sau distribuirii haotice a firelor fusului de diviziune.
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Fig. 4.8. Rezultatul microsporogenezei la soiurile de tomate si orz: A) tetrade normale la s. Fachel;
B) tetrade cu microspori neechivalenti (indicati cu sageti) la s. Fachel infectat cu VAT; C) poliada;
D) Telofaza II cu distributii neechivalente de cromozomi; E) tetrade normale la orz, s. Galactic; F)
Telofaza II 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) tetrada de tipul T (x 400).

Diadele sunt produse normale ale primei diviziuni meiotice la plantele cu
microsporogeneza succesivd (de ex. orzul), in timp ce la speciile cu formare simultand a
microsporilor (tomatele) — sunt rezultatul declansarii timpurii a citochinezei. Diadele la sfarsitul
telofazei II, pentru ambele tipuri de sporogeneza reprezinta o anomalie.

Atat la mono-, cat si dicotiledonate, triadele apar ca rezultat al aneuploidiei. De asemenea
poliadele sunt aneuploide, ca efect al segregarii neechivalente a cromozomilor [490]. La speciile
cu microsporogeneza succesivd poliadele se constatd cu frecventa mai redusa. Se considera, ca
aparifia micronucleelor la aceste plante duce mai frecvent la formarea monadelor, diadelor,
triadelor polinucleate, ceea ce a fost constatat si in cercetarile noastre la soiurile analizate de orz.
La tomate, comparativ cu orzul, frecventa poliadelor a fost mai majora. Potrivit unor autori
formarea monadelor, diadelor si triadelor este rezultatul orientarii anormale a fusului de
diviziune [58]. Astfel, suprapunerea firelor fusului acromatic in metafaza Il conduce la aparitia
diadelor, iar aranjarea lor tripolar, sub un unghi de 60° (in forma Y) in anafaza II, cauzeazi
formarea triadelor.

Ca rezultat anormal al microsporogenezei la plantele de orz infectate cu VMDO a fost
atestata si prezenta tetradelor de tip T (Figura 4.9 H). Shimamura M si coaut. [382] considera, ca
modul diferit de distribuire a microsporilor in tetrade este consecinta orientarii diferite a firelor

fusului acromatic si a fragmoplastului. Astfel, putem conchide, ca generarea sporadelor anormale
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reflectd impactul infectiilor virale asupra proceselor de segregare a cromozomilor, formarii si
orientarii elementelor fusului de diviziune, precum si a procesului de citochineza.

Pentru orz, comparativ cu tomatele In cazul infectarii cu fitovirusuri a fost remarcata
prevalarea anomaliilor generate de rearanjamente ale fusului de diviziune meiotica. In
corespundere cu schema experimentald, la ambele culturi profaza I meiotica s-a desfasurat in
perioada acumuldrii maximale a germenilor virali In antere. Virionii virusurilor VAT, VXC, dar
st VMDO se concentreazd in cantitdti majore in celulele endoteciului, tapetului, fiind lipsa in
microspori. Pentru VMDO se cunoaste capacitatea de a penetra si propaga prin celulele sporale,
dar aceastd insusire este in dependentd de genotipul gazdei si tulpina virusului si nu a fost
stabilitd in sistemele gazda-virus analizate de noi. Anomaliile descrise survin ca rezultat al
procesului de patogeneza viralda prin modificari ale tesuturilor trofice ale anterei, inductoare de
restructurari ale cromozomilor [4] si polen anormal. Spectrul anomaliilor stabilite ca rezultat al
diviziunilor meiotice la orz a fost similar celui descris la tomate. Infectia provocata de VMDO Ia
soiurile sensibile de orz de primavard, a contribuit cu o putere mai accentuatd la sporirea
restructurarilor asociate de fusul de diviziune si procesele de citochineza. Pentru virionii acestui
virus este stabilitd formarea unui complex de ribonucleoproteine care contine genomul viral si
ARN-uri de mesaj, implicate in propagarea sistemica a virusului si dezvoltarea procesului de

patogeneza [260].

4.4.2. Influenta infectiei virale asupra derularii fazelor meiotice la tomate si orz

Conform datelor din literatura, meioza la tomate decurge asincron, astfel incat in cadrul
aceleiasi antere se contin CMP la diferite etape ale diviziunii [160]. Diferente in derularea
fazelor se atesta, de asemenea, intre varful si baza anterei, ceea ce este determinat de asigurarea
graduald a celulelor microsporale cu nutrienti pe lungimea anterei [183]. Tindnd cont de aceasta
diferenta pentru studiile citologice a fost utilizatd doar partea de mijloc a anterelor, varful si baza
fiind Inlaturate.

In corespundere cu datele evaluirilor citologice, s-a stabilit, ci infectiile virale au produs
0 accentuare a asincronismului. Astfel, daca in anterele plantelor sandtoase prevalau CMP in
profaza I, in anterele cu lungime proximd ale plantelor infectate cu virusuri predominau
microsporii la diferite etape, tetradele fiind majoritare (Figura 4.9). Eterogenitatea microsporilor
in cadrul aceluiasi microsporangiu se considerd a fi consecinta asincronismului proceselor

meiotice [147].
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Fig. 4.9. Celu

le microsporale in anterele de tom

D

ate (A, B) si orz (C, D)

N e

: A) CMP la etapa de

leptoten in anterele plantelor martor, s. Fachel, lungimea anterei 2 mm; B) microspori la etapa de
tetrade in anterele plantelor infectate cu VAT, lungimea anterei 2 mm; C) meiocite la etapa de
leptoten in anterele plantelor martor, s. Galactic; B) microspori la etapa de tetrade in anterele

plantelor infectate cu VMDO (x 400).

Investigatiile citologice ale anterelor tomatelor infectate cu virusuri denota sporirea

asincronismului, dar si modificarea interdependentei dintre lungimea anterei/fazd meiotica

(Tabelul 4.18). Aceste constatiri au fost remarcate pentru toate sistemele virus-patogen

analizate. Mai mult ca atat, destabilizarea fazelor meiotice la plantele de tomate infectate este

insotita de o accelerare a Intregului proces de diviziune.

Tabelul 4.18. Procentul CMP la diferite etape ale diviziunii meiotice la plantele de
i infectate cu virusuri

tomate sanatoase s

Genotip | Varianta | Lungimea | Numairul CMP in dependenta de etapele fazei meiotice
medie a de CMP | Profazal | Metafazal | Metafaza II | Tetrade
anterei, | analizate Anafaza l Anafaza I1

mim Telofaza I Telofaza I1
s. Fachel | martor 1,99+0,02 3840 67,2 29,2 3,6 -
VAT 1,98+0,04 2554 4,7 9,6 31,1 54,6
VXC 1,96+0,05 3875 12,4 16,0 24.9 46,7
s. Nistru | martor 2,04+0,05 4110 62,4 22,4 15,2 -
VAT 2,02+0,04 3468 7,2 12,5 36,8 435
VXC 1,99+0,06 4218 17,1 23,2 28,5 41,2
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s. Prizior | martor 2,07+0,06 5046 56,7 28,2 15,1 -
VAT 2,06+0,05 4654 6,8 13,4 38,4 41,4
VXC 2,02+0,07 4857 12,1 17,3 31,0 39,6

Date similare au fost obtinute si pentru soiurile de orz de primavara infectate cu VMDO
(Tabelul 4.19). In conditii normale, procesul de meioza la orz, comparativ cu tomatele, decurge
mult mai sincronizat. Analiza procesului de microsporogeneza la plantele de orz de primavara a
pus in evidenta inducerea sporita a microsporilor cu anomalii ca rezultat al infectarii cu VMDO,

dar si accelerarea diviziunilor meiotice.

Tabelul 4.19. Frecventa CMP in dependenta de fazele diviziunii meiotice la plantele
de orz de primavara sanatoase si infectate cu VMDO

Genotip Varianta Numarul CMP in dependenti de etapele fazei meiotice
de CMP Profaza I Metafaza I Metafaza 11 Tetrade
analizate Anafaza I Anafaza 11
Telofaza I Telofaza I1
s. Galactic | martor 3860 78,6 15,3 6,1 -
VMDO 4368 8,4 24,4 19,7 47,5
s. Sonor martor 5046 82,1 16,1 1,8 -
VMDO 4654 10,5 5,1 23,4 61,0
s. Unirea martor 4320 73,9 12,7 12,2 1,2
VMDO 5026 7,5 11,4 34,3 46,8

Sincronizarea diviziunilor celulare este sub control genetic [257; 420], iar periodicitatea
poate fi influentatd de multiple procese, care se stabilesc de la primele etape. Factorii externi de
stres pot favoriza evaluarea proceselor specifice meiozei. In desfisurarea evenimentelor
microsporogenezei se atesta diferente la diferite etape, iar acestea pot fi apreciate si cuantificate
[396]. Pentru meioza de tip simultan dezvoltarea este sincronizata pana la diviziunea I si, uneori,
pana la cea de-a II-a. Se considera, ca diviziunea II se petrece asincron atat la speciile cu tip
succesiv [133; 400], cat si pentru cele cu tip simultan [263; 414]. La majoritatea speciilor,
sincronizarea desfasurarii etapelor meiotice se produce dupd formarea tetradelor. Se considera,
ca aceasta este legat cu activarea enzimelor implicate in digerarea membranei de caloza.

Conform unor opinii asincronismul conduce la formarea polenului steril [226] sau la
gameti cu numir de cromozomi neechilibrat [69; 156]. In general, asincronismul este considerat

ca o anomalie meiotica [432].
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Concluzii la Capitolul 4

1. In rezultatul stabilirii procesului productiv de patogenezi la infectarea tomatelor si
orzului cu virusuri se produc modificari ale microsporogenezei ce implica recombinarea meiotica
prin sporirea legdturilor sinaptice si schimburilor reciproce, perturbarea coeziunilor dintre
cromozomii omologi si formarea de univalenti.

2. Evaluarea microsporogenezei la plantele de tomate infectate cu virusul aspermiei de
tomate sau X al cartofului si de orz infectate cu virusul dungat al orzului a scos 1n evidentda
abateri in conjugarea cromozomilor omologi, distribuirea inegald a materialului genetic,
exprimate prin redistribuirea schimburilor cromatidice, inducerea de noi coeziunii sinaptice, in
special in regiunile interstitiale. Impactul infectiei virale asupra frecventei crossing-over-ului
meiotic a detinut o putere de influentd comparativa cu razele gama in dependenta de doza.

3. Analiza citologica a microsporogenezei a evidentiat majorarea frecventei aberatiilor
meiotice la soiurile de tomate in cazul infectérii cu VAT, VXC, iradierii cu raze gama, precum si
la soirile de orz de primavara infectate cu VMDO. La plantele virozate s-a constatat o crestere
substantiald a aberatiilor cromozomale de tipul cromozomi precoci, retardatari, mai rar punti cu
sau fara fragmente; distributie neuniformd a materialului genetic intre celulele mama polinice;
sporirea procentului de sporade anormale. Tipurile aberatiilor cromozomale constatate sunt
similare celor stabilite Tn urma actiunii radiatiei gama, precum si celor descrise in literaturd in
cazul androsterilitatii.

4. Repercusiunile induse de infectiile virale asupra procesului de meioza au prezentat
oscilatii diferite; astfel razele gama au detinut o putere de influentd mai accentuata in I diviziune
meiotica, iar infectia virald a cauzat un efect mai semnificativ in diviziunea a doua meiotica.

5. Ca rezultat al infectdrii cu virusuri a plantele de tomate si orz de primdvard are loc
sporirea tetradelor anormale: cresterea esentiald a monadelor, diadelor, triadelor si poliadelor, ca
rezultat tangibil androsterilitatii. Anomaliile descrise reflecta impactul infectiilor virale asupra
proceselor de segregare a cromozomilor, formarii si orientarii elementelor fusului de diviziune,
precum si a procesului de citochineza.

6. Efectele destabilizatoare ale meiozei provocate de infectiile virale la tomate si orz au
generat repercusiuni la descendentii liberi de infectie, cauzand modificari mai accentuate in
recombinarea meioticd fiind raporatd redistribuirea schimburilor omoloage in regiunile
interstitiale si sporirea coeziunilor sinaptice concomitent cu majorarea numdrului de univalenti.

Amplitudinea devierilor microsporogenezei a fost specifica fiecarui sistem gazda-patogen.
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5. EVALUARI CITOGENETICE ALE PATOGENEZEI VIRALE LA
PLANTELE INFECTATE SI LA DESCENDENTII ACESTORA

5.1. Reactii defensive specifice si nespecifice ale tomatelor infectate cu virusuri si a
descendentilor acestora

Stresul biotic este unul dintre cele mai complexe stresuri pentru plante, care implica
diferite mecanisme de tolerantd, rezistentd si compatibilitate [73]. Rezistenta include
componenta geneticd care are la bazd capacitatea gazdei de a impiedica specific invazia,
reproducerea si propagarea agentilor patogeni, in timp ce toleranta reprimd exprimarea
simptomelor si modereaza efectul patogenului [110; 215].

Infectiile compatibile sau incompatibile genereaza diverse molecule de semnalizare,
inclusiv speciile reactive de oxigen (SRO). Productia initiald de radicali liberi induce in primele
ore un semnal al recombinadri sistemice (SRS), care ulterior determind formarea acidului salicilic
(AS), in special in sistemele incompatibile, in care conduc la o eruptie de SRO ca parte a
raspunsului de hipersensibilitate sau ca semnal al rezistentei sistemice dobandite [271]. In
interactiunile compatibile se produc SRS ceea ce se reflecta asupra frecventei recombinarii [73].

Cele mai obisnuite SRO includ oxigenul singlet ('0,), radicalul superoxid (O,"),
peroxidul de hidrogen (H,0,) si radicalul hidroxil (OH"), care sunt foarte reactive si toxice, si pot
determina distrugerea oxidativd a celulei [88; 299]. SRO sunt generate in diferite organite
subcelulare cum ar fi cloroplastele, mitocondriile si peroxizomii datorita activititii metabolice
desfasurate in aceste compartimente [299]. In calitate de surse de SRO de asemenea, pot servi
membranele plasmatice, apoplastul, reticulul endoplasmatic, citosolul, precum si matricea
extracelulard, Insd mitocondriile, cloroplastele si peroxizomi, care detin lanturi transportatoare de
electroni, sunt considerate cele mai importante organite implicate in generarea SRO [298].

In contextul celor relatate, a prezentat interes aprecierea aspectelor ultrastructurale
complementar studiului activitatii enzimelor asociate stresului biotic in sisteme gazda-patogen cu
diferitd reactie la infectiile virale [449]. In acest scop in cercetare au fost incluse soiurile de
tomate Craigella (Tm-2*/Tm-27) si Craigella (Tm-1/Tm-1), detinatoare de gene de rezistenta la
VMT, specia spontand S. pimpinellifolium, ce a exprimat toleranta, si soiul Elvira susceptibil la
infectare cu virusurile VMT sau VAT.

Conform rezultatelor examenului structural a fost depistata prezenta virionilor VMT in
citoplasma s. Elvira, varietatii S. pimpinellifolium infectate. Cat priveste particulele VAT,

acestea s-au remarcat in toate sistemele analizate indiferent de tipul reactiei.
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Reorganizarile intracelulare au purtat un gradul de expresie dependent de reactia gazdei
la patogen: rezistenta, tolerantd sau susceptibilitate [47]. In cazul soiurilor Craigella (Tm-2%/Tm-
2%) si Craigella (Tm-1/Tm-1), la infectarea cu VMT structura interna si organizarea
ultrastructurald a organitelor celulare a suferit modificdri mai putin apreciabile (Figura 5.1).
Plastidele si mitocondriile au prezentat aspecte tipice martorului. La infectarea cu VMT se
remarcd multiple mitocondrii cu criste bine dezvoltate, dar si un numar sporit de peroxizomi

(Figura 5.1 B, F).

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-2*/Tm-2?%) (E-H), s. Elvira (I-L), S. pimpinellifolium (M-P) in variantele
martor (A, E, I, M) si a plantelor infectate cu VMT (B, F, J, N) si
VAT (C, D, G, H, K, L, O, P) (scara barei 0,8 pm).

Aceleasi tendinte au fost puse in evidentd in mezofilul soiurilor Craigella (Tm-1/Tm-1) si
Craigella (Tm-2%/Tm-2?) infectate cu VAT. Este de mentionat, ca raspunsul acestor genotipuri la

infectarea cu virusul aspermiei tomatelor s-a exprimat prin sensibilitate, particulele virale fiind

identificate 1n citoplasma tesuturilor frunzelor (Figura 5.1 C, D, G, H). Cu toate acestea, se
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remarcd mentinerea integritatii structurale, prezenta intr-un numar major a mitocondriilor,
peroxizomilor. Sporirea numarului de peroxizomi se considera o reactie de apdrare la factori de
diferita natura cuplati cu intensificarea proceselor de detoxifiere.

Un numar semnificativ de mitocondrii comparativ cu martorul a fost descris in celulele
mezofilului ale speciei S.pimpinellifolium, infectate cu VMT sau VAT (Figura 5.1 N, O).
Totodata 1n hialoplasma puteau fi vizualizate particule virale dispersate printre organite sau in
acumulari in cavitatea vacuolei (Figura 5.1 N). Aparatul nuclear a prezentat aspect eucromatic,
precum si invagindri semnificative ale membranei nucleare ce denotd o activarea a reactiilor de
aparare in aceste sisteme patologice (Figura 5.1 P). In celulele s. Elvira caracterizat prin
susceptibilitate fatd de VMT si VAT s-a atestat un grad accentuat de reorganizate a structurii
interne: vacuolizarea reticulului endoplasmatic, reducerea cristelor si distructia matricei
mitocondriale (Figura 5.1 J-L). In sistemele gazda-patogen analizate s-a stabili, ca reorganizarile
intracelulare coreleaza direct cu gradul de manifestare a simptomelor bolii. Astfel, s. Elvira la
infectarea cu VAT sau VMT a prezentat mozaic clorotic cu deformari majore. Primele pete
clorotice au fost semnalate la cca 10-14 zile de la inoculare cu VAT si 7-10 zile cu VMT.
Soiurile Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2*/Tm-2%) au prezentat o reactie diferitd la
infectia virala: de la mozaic slab la pete clorotice in varianta cu TAV. Datoritd temperaturilor
ridicate ale conditiilor experimentale, simptomele bolii au fost observate si in variantele cu
VMT, dar cu un grad mai mic de manifestare. La varietatea S. pimpinellifolium simptomele
exterioare nu s-au manifestat, desi prezenta particulele virale a fost confirmata prin tehnica de
microscopie electronica.

Pentru a mentine metabolismul celular in sistemele patologice, plantele dezvolta reactii
de apdrare orientate spre diminuarea efectelor cauzate de viroze, precum SRO, care se produc in
cantitati fnalte in cazul infectiilor incompatibile, dar si compatibile. In conditii normale, SRO
produse la nivel intracelular sunt eficient metabolizate. Acest echilibru intre producerea si
detoxifierea SRO este sustinut de factorii antioxidanti enzimatici si nonenzimatici [298; 299]. Se
stie cd mecanismele de apdrare ale plantelor ca raspuns la agentii nocivi, inclusiv virusuri, sunt
activate intr-un timp foarte scurt. Complexitatea reactiilor de rdspuns impune adoptarea unor
abordari integrative axate pe cuantificarea principalelor enzime implicate In mentinerea
statutului redox [20]. Dintre enzimele majore antrenate in reactiile de detoxifiere si apdrare un
rol important il joacd peroxidaza. Perturbarea activitatii POX este consideratd a fi un raspuns
nespecific la deteriordrile mecanice, factorii abiotici si biotici [264].

Tinand cont de particularitdtile procesului de patogeneza, pentru evaluarea activitatii

peroxidazei si polifenoloxidazei, mostrele au fost colectate la inceputul etapei de exteriorizare a

137



simptomelor virale, ceea ce a conditionat existenta a doi martori: I - pentru plantele infectate cu

VAT si martorul II - pentru cele infectate cu VMT. In sistemele patologice analizate activitatea

acestor doi fermenti a prezentat dependenta de sistemul genotip-patogen (Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1. Activitatea peroxidazei si polifenoloxidazei in extractele vegetale ale
genotipurilor de tomate infectate cu virusuri si descendentii acestora

. . Activitatea peroxidazei {&ctivitafea .
Genotip Varianta (densitatea opticd, w.r.) po.llfenolox1.davze1
(densitatea optica, u.r.)
Martor I 0,1279+0,0491 0,0619+0,0049
VAT 0,0790+0,0111 0,0974+0,0125%*
S. pimpinellifolium Descendenti VAT 0,1434+0,0124 0,0879+0,0056**
Martor I1 0,1485+0,0408 0,1447+0,0093
VMT 0,2734+0,1286* 0,1769+0,0322
Descendenti VMT 0,1318+0,0205 0,1678+0,0121
Martor [ 0,2732+0,1245 0,0839+0,0019
VAT 0,1676+0,0073 0,2534+0,0577%**
s. Craigella Descendenti VAT 0,2044+0,068 0,1801+£0,0551***
(Tm-1/Tm-1) Martor II 0,3116+0,0207 0,1890::0,0371
VMT 0,2627+0,0287* 0,1936+0,0391
Descendenti VMT 0,1976+0,0223** 0,1543+0,0298
Martor [ 0,2699+0,0323 0,0656:0,0089
VAT 0,2697+0,0775 0,2087+0,0297**
s. Craigella Descendenti VAT 0,2499+0,0894 0,0733+0,0181*
(Tm-2/Tm-27) Martor II 0,2645+0,0106 0,1847£0,0068
VMT 0,2469+0,0861 0,1822+0,0083
Descendenti VMT 0,3307+0,0483* 0,1848+0,0302
Martor 1 0,1704+0.0291 0,0859+0,0139
VAT 0,4870+0.1055** 0,0681+0,0033*
s. Elvira Martor I1 0,2069+0.0550 0,2241+0,0252
VMT 0,4402+0.0745** 0,2259+0,0279
Descendenti VMT 0.3477+0.0434** 0,2650+0,0472

*; k% x%kx _ diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0,05; 0,01;

0,001, respectiv.

La plantele s. Elvira infectate cu VAT sau VMT s-a constatat o crestere semnificativa a

activitatii peroxidazei. Infectia cauzatda 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. Valoarea medie

a activitatii peroxidazei la plantele infectate cu TAV, cu exceptia s. Elvira, nu a prezentat
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modificari confirmate statistic. Examinarea parametrilor individual per planta scoate in evidenta

variabilitatea semnificativa in cadrul aceleiasi variante (Figura 5.2).

Normal Probability Plot of Selected Block (Pox_Elvira.sta 8v*19c)

Normal Probability Plot of Selected Block (Pox S.pim.sta 9v*19c)
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Fig. 5.2. Activitatea peroxidazei la genotipurile de tomate cu diferita reactie la infectiile virale.

La genotipul susceptibil Elvira in cazul infectiilor provocate de VMT sau VAT, se
remarca deplasarea distributiilor individuale spre valori mai mici, comparativ cu martorul.
Diapazonul indicilor POX in varianta VAT a inregistrat valori orientate spre zero. Trebuie de
notat, ca la s. Elvira gradul de expresie a simptomelor expuse la aspermie a fost cel mai
accentuat. Reducerea activitatii antioxidante in ambele sisteme genotip-virus descrise prin
susceptibilitate a fost asociatad cu distructii majore ale structurii interne la majoritatea organitelor
celulare.

Valorile activitatii POX notificate la genotipurile cu tolerantd (S.pimpinellifolium) si cu
gene de rezistentd la VMT (Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2*/Tm-2%) au prezentat o
tendinta de majorare sau diminuare comparativ cu matorul in dependentd de agentul patogen
[51]. La soturile cu gene de rezistentd au fost atestate cele mai semnificative fluctuatii in directia

activarii POX.
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La plantele S. pimpinellifolium in varianta martor activitatea peroxidazei a inscris valori
intre 0,11-0,19 (u.d.o., unitati a densitatii optice), in variantele experimentale au fost inregistrate
0,16-0,44 (u.d.o.). Un nivelul sporit al POX (0,25 - 0,27) a fost stabilit de asemenea la s.
Craigella (Tm-2*/Tm-2?), infectat cu VMT si descendentii acestora.

Infectia provocatd de VMT a avut o influentd semnificativdi doar asupra activitatii
peroxidazei, in timp ce nivelul mediu al polifenoloxidazei nu a suportat schimbéri confirmate
statistic la genotipurile infectate cu acest patogen, precum si la descendentii obtinuti in conditii
de patogeneza (Tabelul 5.1). 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
majora crestere, de cca 3 ori s-a stabilit la genotipurile Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-
2%/Tm-2%). Sporirea activitatii PPO a marcat, de asemenea, valori semnificative la plantele de S.
pimpinellifolium infectata cu VAT, precum si la descendenti.

Totodata, infectiile virale au condus la accentuarea fluctuatiilor activitatii PPO individual

per planta in majoritatea combinatiilor gazda-patogen, inclusiv la descendentii plantelor infectate

(Figura 5.3).
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Fig. 5.3. Activitatea polifenoloxidazei la genotipurile de tomate cu diferita reactie la
infectiile virale.
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Abateri mai accentuate au fost constatate la Craigella (Tm-1/Tm-1) / VAT pentru care
activitatea PPO a expus valori intre 0,179-0,32 (u.d.o.) comparativ cu martorul (0,082-0,087
u.d.o.), precum si la Craigella (Tm-2*/Tm-2%)/ VAT cu un diapazon al distributiei similar.

Trebuie mentionat, ca cresterea valorii medii a PPO a fost inregistrata la genotipurile ce
au prezentat un complex de reactii defensive (mentinerea integritatii structurale, sporirea
numadrului de mitocondrii, peroxizomi, accentuarea proceselor litice prin dezvoltarea diferitelor
tipuri de lizozomi) (Figura 5.1 C, D, G, H, O, P), iar diminuarea a fost atestatd in cazul
genotipului ce a manifestat simptome severe, precum s. Elvira infectat cu VAT. Astfel, in
conditii de patogeneza virala, cresterea activitatii PPO a fost stabilitd la gazdele tolerante sau cu
gene de rezistentd, iar a POX — in sistemele genotip-virus care au expus schimbari patologice
mai profunde.

In crearea raspunsurilor defensive un rol important joaca factorii non-enzimatici, cum ar
fi metabolitii secundari, precum compusii fenolici, steroidali cu rol antioxidant. Rolul
compusilor fenolici in stabilirea mecanismelor de interactiune gazda-patogen este demonstrat pe
exemplul florii soarelui si parazitului Orobanche cumana, efect explicat prin stimularea
procesului de lignificare si dezvoltare a barierelor mecanice [128].

Conform Spencer J. si coaut. [390] capacitatea antioxidantd din extractul de tomate
coreleazi cu continutul de metaboliti secundari. In acest scop, prezinti interes evaluarea
histologica a localizarii a-tomatinei, un alkaloid implicat in formarea raspunsului plantelor la
stresul biotic, inclusiv virusuri [385]. Conform studiului histologic al sectiunilor petiolilor
s.Elvira, speciei S. pimpinellifolium, soiurilor Craigella (Tm-1/Tm-1) si Craigella (Tm-2%*Tm-2%)
infectate cu VMT sau VAT, au fost certificate deosebiri in localizarea si gradul de acumulare a
granulelor de a-tomatind (Figura 5.4). Acumulari semnificative de alcaloid au putut fi vizualizate
in celulele parenchimale ale sp. S. pimpinellifolium infectate cu VAT sau VMT (Figura 5.4 B,
C). Evaluarile structurii petiolilor au demonstrat cd granulele de alcaloid sunt localizate in floem,
precum si in parenchimul xilemului [286]. De asemenea, concentrdri abundente de a-tomatina s-
a stabilit in petiolii soiurilor detinatoare de gene de rezistenta in conditii de patogenezad virala
(Figura 5.4 I-J, L-M).

Conform relatarilor din literatura compusii alcaloizi se pot acumula in celulele
epidermale si parenchimale [211]. In cercetirile noastre, granulele au fost identificate si in
trthomii glandulari, care se considera a fi "fabrici chimice" redenumiti gratie activitatii prolifice

in sintetiza si stocarea metabolitilor cu functii de aparare [90].
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Fig. 5.4. Localizarea histochimicia a a-tomatinei in tesuturile petiolilor plantelor de tomate

sanatoase (A, D, H, K) si infectate cu VAT (B, E, I, L) sau VMT (C, F, J, M). Sectiuni transversale

la genotipurile: A-C — 8. pimpinellifolium, D-F — s. Elvira, H-J — s. Craigella (Tm-1/Tm-1),
K-M - s. Craigella (Tm-2?/Tm-2?) (x 150).

Tomatina este un glicoalcaloid steroidal descris in tomate si alte specii Solanaceae.
Glicoalcaloizii sunt metaboliti care protejeaza plantele impotriva insectelor, fungilor, bacteriilor,
inclusiv a virusurilor [385]. A fost constatatd acumularea o-tomatinei in tomatele rezistente la
agentul patogen al ofilirii vasculare precum Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici, in special in
tulpini si raddcini la trei zile dupa inocularea soiurilor rezistente si susceptibile [145], insd
autorul nu prezinti o explicatie clard a acestui fenomen. In sistemele patologice evaluate de noi
se remarcd acumuldri majore de o-tomatind in celulele petiolilor genotipurilor de tomatelor

tolerante sau detindtoare de gene de rezistenta.
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5.2. Efectul mitogen si aneugen indus de virusul dungat al orzului la plantele gazda

Estimarea particularitatilor proliferarii celulelor vegetale, inclusiv a celor meristematice,
cuprinde multiple aspecte privitor la reactivitatea plantelor fatd de diversi factori, tinand cont de
particularitatea de a reactiona rapid si activ la factorii endo- si exogeni [460]. Conservatismul
proceselor proliferative asigura posibilitatea utilizarii diferitilor parametri ai diviziunilor mitotice
in studiile de monitoring.

In cercetarile citogenetice ale mitozei cu succes se utilizeazd mai multi parametri,
inclusiv indicele mitotic si frecventa micronucleilor [282]. Indicele mitotic reflecta reactia
genotipului la actiunea diferitilor factori, care reprezintd mecanismul de adaptare a organismului
exprimat la nivel celular, orientat spre mentinerea homeostaziei in sistemele celulare. Indicele
mitotic constituie un criteriu important utilizat in aprecierea proceselor de proliferare [469].

Conform rezultatelor studiului citologic, valoarea indicelui mitotic a constituit 10,44;
12,39 si 12,7% pentru soiurile Galactic, Sonor si Unirea, respectiv. Materialul semincer obtinut
de la plante infectate cu virus si/sau iradiate a prezentat valori sub media estimata in varianta
martor (Figura 5.5). O reducere majora a valorii indicelui mitotic la s. Galactic a fost constatata
pentru lotul cu aplicare asociata a VMDO si razelor gama in doza de 250Gy (o micsorare cu 69%
fatd de martor). O scadere similard a valorii indicelui mitotic a fost remarcata si in varianta cu
utilizare doar a razelor gama in aceeasi doza (250 Gy). Impactul cauzat de razele gama 1in
doza de 100 Gy, precum si 150 Gy a fost mai lejer decét in cazul plantelor infectate cu virus

(diferente intre variantele experimentale statistic confirmate pentru P < 0,05).

Mean Plot (Indice mitotic.sta 25v*64c)
Mean; Whisker: Mean+0,95 Conf. Interval

Mean Plot (Indice mitotic.sta 25v*46¢)

n
T Mean+0,95 Conf. Interval

16 Mean; Whisker: Mean+0,95 Conf. Interval
20
w 18 T
12 16
10 14
8 12
6 10
a 8
6
2
4
0 5 o x> > > > > >
I - z 5§ 2832832 8 2
g > o & v & @ 6 g 3 & T @ 7 & %
-~ o - o N o © = o > o > (=3 >
S ) s S s © . 0 g - © O v 0 © O
= 8 = T o= T £ 9 2 5 28 2B 2 &
B £ % g8 2 3 ¢ 2 5§ g og¢
T T © ® § = © S 5 5| 5
8§ © 8§ 8 8 & g = £ Mea s 2 3 2 8 2 & @ E=[Moan
] ] ] S S S
(0] (0] » 7] (7]

_T_ Meanz0,95 Conf. Interval

143



Mean Plot (Indice mitotic.sta 25v*46c)
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Fig. 5.5. Indicele mitotic (%) in radiculele de orz ale semintelor obtinute de la plante infectate cu
virusul mozaicului dungat al orzului si/sau iradiate cu raze gama.

Tabloul constatat la celelalte doud soiuri — Sonor si Unirea, a prezentat tendinte similare
in modificarea indicelui mitotic. La s. Sonor infectia virald a cauzat reducerea numarului
celulelor mitotice cu o valoare apropiatd celei induse de razele gama in doza 100 Gy sau 150 Gy.
La iradierea semintelor cu raze gama in doza de 250 Gy indicele mitotic a scazut cu cca 62%,
prezentand practic un nivel similar lotului cu actiune combinati (63%). In cazul soiului Unirea,
VMDO a contribuit la majorarea efectului depresiv al razelor gama in doza de 150 Gy si
reducerea impactului radiatiei in doza de 250 Gy (in ambele cazuri diferentele intre variantele
experimentale au fost statistic confirmate pentru P < 0,05) [12].

In literatura de specialitate sunt prezentate multiple date privitor la inhibarea mitozei la
plantele de cultura, inclusiv orz, sub actiunea diferitilor factori, preponderent chimici. Astfel,
este descrisa reducerea valorii indicelui mitotic la orz ca rezultat al actiunii dioxidului de sulf
[434], compusilor oxigenati [363], unor insecticide si fungicide in diverse concentratii [386].

Se considera, ca fluctuatiile indicelui mitotic reflecta direct intensitatea reactiilor
metabolice, iar ritmul modificdrii este dependent de viteza reactiilor fermentative [454].
Diminuarea valorii indicelui mitotic sub actiunea diferitilor factori denota caracterul
mitodepresiv al acestora, generat de reprimarea diviziunilor celulare [334]. Hidalgo A. si coaut.
[185] explicd efectul antimitotic al erbicidelor (profan si clorprofan) la sp. Allium cepa prin
inhibarea activitatii enzimelor, inclusiv a ADN-polimerazei. Reducerea indicelui mitotic poate
avea loc ca rezultat al inhibarii sintezei ADN in faza S [394], blocarii celulelor in G; [368] sau
retinerii celulelor in G, [134]. Conform Yi H. si coaut. [434], declinul proceselor proliferative in

raduculele de orz sub influenta dioxidului de sulf poate fi generat si de degradari ale ADN-ului.
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Se considera ca impactul asupra mitozelor este major in cazul actiunii factorilor mitodepresivi pe
parcursul perioadei S a ciclului celular [386].
Diminuarea valorilor indicelui mitotic in variantele experimentale au fost complementate

de cresterea frecventei micronucleilor (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2. Frecventa micronucleilor in radiculele de orz in cazul infectarii cu virusul
mozaicului dungat al orzului pe fondalul razelor gama

Varianta Interfaze analizate Frecventa C-metafaze
(numar) micronucleilor (%0)
Martor 1683 0,233+0,037 -
Virus 1405 0,633+0,059%** 1,42
100Gy 1800 0,390+0,010%** -
'*% 100Gy + virus 1830 0,363+0,025** -
S 150Gy 1890 0,863+0,163*** -
“ 150Gy + virus 1795 0,083+0,194%%* 111
250Gy 2405 1,167+0,050%** 0,42
250Gy + virus 2069 1,223+0,133%** 1,93
Martor 2039 0,140+0,131 -
Virus 2737 0,620+0,115%** 0,37
100Gy 2345 0,477+0,124* -
é 100Gy + virus 2263 0,510+0,098%** -
]
N 150Gy 2657 0,687+0,154** -
’ 150Gy + virus 2340 0,793+0,191** 0,43
250Gy 2683 0,933+0,146*** -
250Gy + virus 2014 1,136+0,125%** 0,99
Martor 1482 0,267+0,083 -
Virus 1661 0,727+0,032%*** 0,60
100Gy 1972 0,356+0,006* -
.g 100Gy + virus 1895 0,573+0,210%* -
= [150Gy 1724 0,700£0,069*** i
150Gy + virus 1966 0,853+0,071*** -
250Gy 2383 1,14340,222%** 0,42
250Gy + virus 1980 1,43340,132%%* 1,52

*, k%, k% _ diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0,05; 0,01; 0,001, respectiv.
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Micronucleii reprezintd corpi cromatinici extranucleari rezultati in urma rupturilor
cromozomale sau ai aneuploidiei [282], fiind considerati indici relevanti ai instabilitatii
genomului [465].

In baza examinirii preparatelor citologice obtinute prin tehnica de colorare cu carmini
acetica, micronucleii se disting ca structuri cromatinice adiacente nucleelor, marimea carora
poate varia mult (Figura 5.6). Este important de mentionat, cad la toate cele trei soiuri de orz
analizate infectia virald separatd a indus formarea unui numar de micronuclei mai mare decat in
asociere cu razele 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 radiatiei
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 seminte iradiate cu doza 250Gy a

fost, practic, la nivelul cauzat doar de radiatie.

A A

Fig. 5.6. Celule interfazice in meristemele radiculare de orz: A) interfaze normale in varianta
martor; B) interfaza cu micronucleu (indicat prin séigeati) in radacioarele plantelor de orz, s.
Galactic infectat cu VMDQO; C) micronucleu (indicat prin sigeati) in celulele meristemei radiculare
la s. Galactic iradiat cu raze gama 150 Gy si infectat cu VMDO (x 400).

Anomaliile de tipul C-mitozelor se considera un rezultat al restructurdrilor fusului de
diviziune [134]. De asemenea, C-mitozele pot fi cauzate de dublarea numarului de cromozomi.
In lipsa citochinezei acestea conduc la formarea celulelor poliploide sau bi(poli)nucleate. in
cazul formarii fragmoplastului si a peretelui celular, pot aparea celule cu numar diferit de
cromozomi [247, p.342]. Posibilitatea inducerii aneuploizilor la grau si orz sub actiunea VMDO,
a fost mentionatd incd de autorii Linde-Laursen 1., Siddiqui K. [261]. Conform studiilor
citologice ale diviziunilor mitotice particulele VMDO au fost constatate in nemijlocita apropiere
a microtubulilor, ceea ce releva impactul direct al virusului asupra elementelor fusului de
diviziune.

Este important de mentionat, ca in variantele ce reprezentau plantele infectate cu VMDO

s-a constatat aparitia C-metafazelor (Tabelul 5.2, Figura 5.7). La soiurile Galactic si Sonor au
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fost atestate C-metafaze si in loturile cu aplicare complexa a infectiei virale si razelor gama in

dozele de 150 Gy si 250 Gy, iar la soiul Unirea — doar in comun cu radiatia in doza de 250 Gy.

Fig. 5.7. C-metafaze in radiculele de orz, soiul Unirea: A) infectat cu virusul mozaicului dungat al
orzului; B) iradiat cu raze gama (150 Gy) si infectat cu virusul mozaicului dungat al orzului
(x 600).

Datele examenului citogenetic al diviziunilor mitotice privitor la inducerea de degradari

ale ADN-ului au fost confirmate prin estimarea mutatiilor clorofiliene (Figura 5.8).

B

Fig. 5.8. Mutatii clorofiliene la plantulele s. Unirea A) infectie virald; B) infectie virala in complex
cu raze gama 150 Gy.

De mentionat, cd plantule albinoase nu au fost constatate In toate variantele
experimentale. Asemenea mutatii, exprimate prin lipsa pigmentilor clorofilieni, au fost
vizualizate preponderent la s. Unirea in lotul derivat din plante infectate cu virus, separat sau in
complex cu raze gama in doza de 150 Gy.

Posibilitatea inducerii mutatiilor clorofiliene la orz, este descrisa pentru diversi factori si
conditii de aplicare a acestora [456; 482]. In cazul utilizarii izotopului radioactiv Co®in comun
cu etilenamina, IlutupumoBa M. [482] constatd aparitia de plantule albinoase. Conform
autoarei, mutatiile clorofiliene au fost constatate in cazul unui sinergism maximal (k=3) stabilit
intre concentratia substantei (0,05%) si doza radiatiei (49,5Gy). ABerucoBa B.A., Banesa C.A.
[444] au remarcat, ca rata mutatiilor clorofiliene la orz depinde de doza radiatiei, concentratia

mutagenului §i consecutivitatea aplicarii acestora. Un nivel inalt de mutatii clorofiliene a fost
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stabilit in varianta obtinutd din seminte iradiate cu doze mici de raze y (1kR) si tratate cu
compusi mutageni (in asa concentratii mici, ca 0,02; 0,04%). Utilizarea substantei anterior
radiatiei, sau razelor y in doza mare (10 kR) induce un efect mai lejer. Autorii presupun ca in
acest caz, celulele cu aberatii sunt eliminate mai intens.

Impactul radiatiei asupra materialului genetic este bine cunoscut. Rogakou E. si coaut.
[355] explica geneza rupturilor dublu catenare, produse in urma radiatiei, drept rezultat al
fosforilarii histonei H,A la nivelul serinei, cu toate ca nu exclud posibilitatea existentei si altor
centre ale cromatinei sensibile la acest factor. La iradierea cu raze gama a celulelor stem se
produc defecte pentru gena proteinkinazei Cdk; ce conduc la dereglari ale punctelor de restrictie
ce asigura tranzitia Go/M [266].

In rezultatul studiului realizat putem concluziona, ci virusul mozaicului dungat al orzului
separat, precum si in complex cu razele gama cauzeaza deranjamente ale procesului mitotic care
induc inhibarea proliferarii celulare. Inhibarea diviziunilor celulare este suplimentatd de asa
patologii mitotice cum sunt micronucleii si C-metafazele. Consecintele induse de razele gama au
prezentat o complexitate sinuzald specificd genotipului analizat. Un efect neliniar similar a fost
constatat si de catre Geraskin S. si coaut. [153] la tratarea semintelor de orz cu raze gama in doze
mici (10-1,000 mGy).

S-a stabilit, cd virusul mozaicului dungat al orzului provoacad efecte similare razelor
gama, care dupd pondere sunt mai apropiate de dozele 150 Gy sau 250 Gy in dependenta 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 constatatd implicarea in inducerea de anomalii ce au la baza
dereglari ale formarii si functionarii fusului de diviziune, asa cum ar fi C-mitozele — dovada a
caracterului aneugen al agentului patogen studiat. Studiul citologic al diviziunilor mitotice in
radiculele de orz in cazul infectiei virale denota efectul mitodepresiv al infectiei virale si

genotoxicitatea virusului mozaicului dungat al orzului.

5.3. Efectul clastogen cauzat de virusul mozaicului dungat al orzului la plantele
gazda
Schimburile intre cromatidele surori, SCS (sister chromatid exchange, SCE), au fost

pentru prima datd descrise la plante de catre Kihlman B. si Kronborg D. [231] prin aplicarea
tehnicii de colorare Giemsa. Conform mai multor cercetatori, SCS se datoreaza rupturilor dublu
catenare nereparate la momentul replicariit ADN, opinie enuntatd inca de catre Wolff S. si coaut.

[425]. De asemenea, SCS pot fi induse si de abateri in procesul de reparare a acestor rupturi
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[209; 321]. Se considera, ca geneza SCS este conditionatd de procesele de replicare a ADN, si
anume de formare a furcilor replicative, momente in care poate avea loc recombinarea
cromatidelor surori [224]. Conform modelului replicativ de formare a SCS, propus de Painter R.
[330], replicarea si repararea rupturilor dublu catenare, produse la hotarele a doud clastere de
repliconi, decurg asincron. O asemenea situatie poate fi generatd de viteza diferitd a procesului
de replicare, precum si de modificérile structurale in molecula de ADN. Studiul SCS la sp.
Saccharomyces cerevisiae a pus in evidentd trei mecanisme implicate in livrarea schimburilor
cromatidice: inducerea de rupturi duble in catena de ADN, degradari ale procesului de replicare
si a celor legate de activitatea ADN-polimerazei [122]. In celulele expuse influentei razelor
ultraviolete, razelor X, 4-nitroquinolin 1-oxidului, metilmetanfulfonatului se constatd activarea
genelor RADSS5, RADS7 si RADS4, implicate in repararea rupturilor ADN, ceea ce nu are loc in
conditii spontane, contrar faptului, ca si in condifii normale sunt induse un oarecare procent de
schimburi cromatidice. Autorii concluzioneaza, cd mecanismele de formare a SCS imanente si
celor induse difera.

Cu toate ca mecanismul formarii SCE este inca discutabil [424], cert este stabilit, ca
geneza acestor schimburi este asociatd de leziunile ADN-ului. Gratie conservatismului
proceselor ce stau la baza formarii SCS, testul dat este utilizat pe larg in estimarea genotoxicitatii
[282; 336], fiind aplicat in evaluarea efectului mutagen al diferitilor compusi atat la plante [230;
256; 344; 362; 434; 435], cat si la animale [74; 209; 472].

Conform cercetarilor realizate de catre Zhang Z., Yang J. [441], in inducerea SCS la
plante (Vicia faba, Hordeum vulgare, Secale sereale), limfocitii umani si celulele splinei la
soricei, sub actiunea unui spectru vast de compusi chimici (etanol, oxid de crom, benzosulfamid
de sodiu, fluorouracil, acid ascorbic) au fost constatate tendinte similare ale efectelor stabilite,
indiferent de obiectul studiat. Dupa autori, tehnica de evidentd a SCS la plante este mult mai
simpla si se recomanda pentru utilizare in aprecierea genotoxicitatii diferitelor substante.

In opinia mai multor autori, fitovirusurile pot induce diverse efecte genetice [77; 93; 301;
437], inclusiv modificarea ratei schimburilor intre cromatidele surori [11; 478]. Astfel, in baza
analizei SCS a fost confirmata insusirea mutagend a virusului piticirii rugoase a porumbului la
unele forme de porumb sensibile fatd de acest patogen [478]. Utilizarea testului dat ne-a permis,
de asemenea, sa constatdam efectul mutagen al virusului mozaicului comun al fasolei la bob in
dependenti de etapele procesului de patogenezi virala. In cazul virozei naturale declansate la
etape ontogenetice mai tardive acest efect nu a fost confirmat statistic.

Pentru aprecierea efectului clastogen al infectiilor virale ne-am propus drept scop

evidenta ratei si distributiei SCS la orz, in cazul infectarii cu VMDO comparativ cu razele gama.
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Analiza schimburilor intre cromatidele surori la cele trei soiuri de orz de primavara
(Sonor, Unirea si Galactic) a permis stabilirea numdrului de SCS raportat la o celuld sau
cromozom 1in cazul infectarii cu VMDO, radiatiilor gama (in dozele 100, 150 sau 250 Gy),
precum si in cazul infectarii plantelor reproduse din seminte iradiate. In baza aplicirii testului
SCS a fost constat, cd in conditii normale Tn mediu se produc 5,6 — 6,1 schimburi cromatidice
surori per celuld. Atat radiatia, cat si infectia virala au cauzat cresterea frecventei SCS (Tabelul
5.3). In cazul infectiei virale, cel mai inalt procent de inducere a SCS a fost constatat la s. Unirea
(o crestere cu cca 55,4% fatd de martor, P< 0,001). Efectul indus de cétre razele gama a variat in
functie de doza aplicata la tratarea semintelor, precum si genotipul analizat. Astfel, rata SCS in
cazul radiatiei in doza de 100 Gy a sporit cu 40,1 % si 33,2 % fatd 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 1n doza de 150 Gy au indus un efect mai depresiv, decat cel cauzat de doza 100 Gy,
doar la s. Galactic. La s. Unirea rata SCS per celuld a variat in jur de 7,2, avand tendinta de
micsorare. Puterea de modificate a ratei SCS in cazul infectiei virale aplicate In complex cu

razele gama a variat in dependenta de genotip si doza razelor gama.

Tabelul 5.3. Frecventa schimburilor intre cromatidele surori induse de virusul mozaicului
dungat al orzului in celulele meristemale ale radiculelor la plantele de orz sinatoase si
iradiate (per celuld)

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%** 7,27040,339%** 7,97340,269%**
150Gy + virus 8,385+0,281 *** 8,081£0,246%** 9,05440,274***
250Gy 10,081+0,318%** 9,540+0,358%** 8,081+0,291 ***
250Gy + virus 10,9714+0,305%*** 8.,8114£0,321%** 8,838+0,306%**

*, *#** _ diferente semnificative fatd de martor pentru P < 0,05; 0,001, respectiv.

La s. Sonor derivat din seminte iradiate cu doza 100 Gy, virusul mozaicului dungat al

orzului a generat o crestere mai semnificativd a SCS fatd de martor, varianta infectatd sau cea
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iradiatd. Rata SCS induse de infectia virald la s. Sonor iradiat cu doza 150 Gy a avut o valoare
proxima fata de cea detinuta de varianta doar infectata. Aceeasi tendintd de reducere a frecventei
SCS a fost atestata si pentru s. Unirea insd pentru varianta ,,virus + 250 Gy”. La s. Galactic,
VMDO, comparativ cu radiatia, a condus la cresterea ratei SCS. Analiza SCS cu privire la
distributia schimburilor per cromozom a permis evidentierea tendintei de majorare a variantei in

cazul variantelor experimentale (P< 0,5) (Figura 5.9).
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Luand in considerare spectrul schimburilor intre cromatidele surori, a fost constatat, ca
numadrul si tipul SCS sunt influentate de catre ambii factorii analizati [46]. Dacd 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 s. Galactic si s. Sonor iradiate cu raze gama in doza
de 250 Gy).

Studiul distributiei SCS a scos 1n evidenta tendinta de majorare a ratei cromozomilor cu
trei 1 mai multe schimburi in deosebi la variantele cu utilizare a infectiei virale separat sau in

asociere cu razele gama (Figura 5.10).

g

Fig. 5.10. Aspectul unor plici metafazice in celule meristemelor radiculare la
H. vulgare, soiul Unirea: A) martor, B) virusul mozaicului dungat al orzului,
C) 150 Gy, D) 150 Gy + virus.

Majorarea frecventei medii a SCS in cazul infectiei virale, precum si a radiatiei se
produce preponderent pe contul schimburilor multiple, rata carora in conditii normale este redusa
(0,28-0,48 per celuld). In variantele experimentale, procentul schimburilor multiple a crescut
esential atingand valoarea maximala la s. Sonor cu aplicare mixtd a VMDO si razelor gama in
doza de 250 Gy. Pentru varianta datd a fost constatatd o crestere a cotei cromozomilor cu

schimburi multiple de 12,7 ori mai mare fatd de martor.
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Aplicarea testului ANOVA a permis de a stabili, cd& VMDO, similar razelor gama
induce majorarea frecventei schimburilor intre cromatidele surori, efectul acestuia in functie de
genotipul plantei constituind 3,6%, virus — 6,1% si doza radiatiei — 13,4% (Tabelul 5.4). in
ansamblu, puterea de influentd a radiatiei pe fondal de infectie virald poate fi majorata sau
diminuata in dependenta de genotip si doza aplicatd. Cea mai inaltd pondere in sursa de variatie a

fost stabilita pentru radiatia gama in dependentd de doza (13,4%).

Tabelul 5.4. Analiza variantei frecventei schimburilor intre cromatidele surori la plantele
de orz sanatoase si infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului

Contributia

Grad
Sursa de sursei de 5: Suma s? Testul P
variatie variatie, % liber- patratelor F

tate

A: Virus 6,06 1 1,3767 1,3767 71,24 0,0000
B: Genotip 3,65 2 0,8296 0,4148 21,47 0,0000
C: Doza radiatiei 13,42 3 3,0491 1,0164 52,50 0,0000
Interactiunea 0,3 2 0,0832 0,0416 2,38 0,0930
AB
Interactiune AC 3,95 3 0,8985 0,2995 17,15 0,0000
Interactiune BC 3,01 6 0,6849 0,1141 6,53 0,0000
Interactiune 1,35 6 0,3059 0,0509 2,92 0,0080
ABC
Total 913 22,7279

Studiile citogenetice, ne permit a constata cd VMDO similar razelor gama induce
modificari semnificative ale numarului SCS [45]. Pentru razele gama, influenta carora asupra
ADN-ului este bine cunoscutd, este descrisd capacitatea de inducere a schimburilor intre
cromatidele surori, dependentd de doza [74], fapt confirmat si in cercetdrile noastre anterioare.
Posibilitatea majordrii SCS in conditiile patogenezei virale indica asupra efectului genotoxic
cauzat de VMDO. In literatura, date cu referire la genotoxicitatea infectiilor virale sunt
prezentate pentru unele virusuri animale, cum ar fi virusul hepatitei B sau C [408].

Concluzia privitor la genotoxicitatea VMDO deriva din datele despre cresterea numarului
schimburilor Intre cromatidele surori realizatd, in majoritatea cazurilor in baza schimburilor

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

Infectiile virale induc la gazdele susceptibile o varietate de reactii de raspuns, ce cuprind
modificari structurale, fiziologice si genetice. Raspunsurile plantelor la infectiile virale sunt
legate de acumularea speciilor reactive de oxigen (SRO) [180], care joacd un rol dublu prin (i)
determinarea restrictiei patogenului, Tn unele cazuri cu inducerea mortii programate a celulelor la
locurile de infectie si (ii) ca semnal al raspunsurilor de aparare legate de sporirea activitatii
antioxidative in celulele adiacente. Aceste reactii ale gazdei determind un dezechilibru al
metabolismului celular si al patogenului. SRO pot fi neutralizate de sistemul defensiv antioxidant
celular constituit din enzime cum ar fi superoxid dismutazele (SOD), ascorbat peroxidazele
(APX), catalazele, glutation peroxidazele, si de numeroase substante antioxidante nonenzimatice,
de exemplu vitaminele C si E, flavonoizii, ubichinona [88].

Primele enzime antrenate in detoxifierea SRO includ superoxid dismutazele, asigurand
dismutarea superoxidului in oxigen si peroxid de hidrogen. Sistema majord de neutralizare a
peroxidului de hidrogen antreneaza enzima ascorbat peroxidaza (APX) care catalizeaza

conversia H,O, in H,O si O,.

Activitatea transcriptionald a unor gene asociate metabolismului antioxidant si de
patogeneza la plantele de orz infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului. Prin tehnica
RT-PCR a fost evaluatd in expresia unor gene implicate in metabolismul antioxidant (APX si
SOD) si celor ce determina proteinele asociate cu patogeneza (PR-3, PR-5; PR-10) in plantulele
de orz sdnatoase si crescute din seminte formate in conditii de patogenezd virald cauzatd de
VMDO [48].

Conform rezultatelor obtinute activitatea genelor APX si SOD la plantele virozate a fost
diminuata fata de martor (Tabelul 5.5).

Nivelul de variabilitate al modificarilor a purtat caracter specific genotipului. Cea mai
semnificativa 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.

Potrivit lui Clarke S. si coaut. [97], activitatea enzimelor sistemului antioxidativ pentru
combinatiile virus-plantd este influentata de tipul reactiei gazdei. Lipsa unor abateri pentru

concentratia relativa a transcriptilor genei SOD este raportatd la tutunul infectat cu VMT [235].
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Tabelul 5.5. Activitatea transcriptionala (unititi conventionale) a unor gene a
metabolismului antioxidant si defensiv in frunzulitele plantelor de orz sinitoase si

infectate cu VMDO
Gene Genotip Varianta
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 0,752540,0665*
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.

Plantele sensibile raspund la infectiile virale prin activarea unor gene, inclusiv a celor ce
determind proteinele asociate cu patogeneza (PR) [476]. Initial se considera ca proteinele PR se
sintetizeaza la plantele ce prezinta reactii de hipersensibilitate la virusuri. Dupa mai multe
cercetari, s-a stabilit cd proteinele PR au fost identificate in plantele de tutun infectate sistemic
cu VMT [143]. Ulterior, date similare au fost raportate pentru alte gazde care au prezentat
sensibilitate la alte virusuri [476].

La soiurile analizate (Galactic, Sonor si Unirea) concentratia transcriptiilor genelor PR a
fost semnificativ modificata. 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 stabilita
scazut pentru variantele infectate a s. Galactic si s. Sonor (de 4,2 si 14,6 ori, respectiv, mai
redusa decat martorul), 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

5.11).
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Fig. 5.11. Profilurile de amplificare a produselor primerilor pentru genele: a-tubulina (A),
SOD (B), APX (C), PR-3 (D), PR-5 (E), PR-10 (F) la plantele variantei martor (1, 11, 20) infectate
(2, 12, 21) a soiurilor Galactic (I), Sonor (II), Unirea (III).

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 Unirea a reactionat in
conditii de patogenezad virald prin sporirea activitatii genei PR-10 cu 16,8%. Este cunoscut, ca
proteinele PR-10 prezinta activitate ribonucleazicd, iar PR-3 - chitinazica si detin o specificitatea
mai mare. Rolul diferitelor tipuri de proteine PR ramane neclar si discutabil. Se considera, ca
proteinele PR cu activitate ribonucleaza (tip PR-10) sunt implicate in protectia antivirald, in timp
ce PR-3 promoveaza procesul infectios [476]. Sistemele gazda-patogen analizate de noi au expus
raspuns sistemic la infectarea cu VMDO, iar reactia diferitd a fost conferitd de particularitatile
genotipului.

Expresia maximald a genelor legate de patogeneza a fost raportatd pentru PR-5 pentru
toate variantele experimentale. Cea mai mare crestere (de 4,6 ori) a fost detectatd la s. Galactic.
Totodatd, acest genotip a prezentat si cea mai mare reducere a activitatii transcriptionale a genei
APX implicate in procesele de detoxifiere a peroxidului de hidrogen. Este cunoscut, cd PR-5 este

asociata cu stresul mediat de calea de semnalizare dependenta de etilena sau jasmonat [236]. Se
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considers, ci in plantele tinere, in conditii normale concentratia PR-5 este mica. In stare de
patogeneza este relatata cresterea semnificativa a acestor proteine [412; 419].

Expresia genelor ce codificad proteinele PR-5 este indusd de mai multi factori, inclusiv de
diferite tipuri de agenti patogeni. A fost aratat, cd acumularea acestor proteine coreleazd cu
dezvoltarea rezistentei sistemice dobandite (RSD), proteinele PR-5 fiind considerate drept
marcheri ai RSD [262]. Cresterea expresiei genei PR-5 a fost constatatd la genotipurile de
floarea-soarelui infectate cu mand ceea ce, conform autorului, este intr-o dependenta directa de
dezvoltarea RSD [373]. Se considera ca acumularea proteinelor PR depinde de tulpina
patogenului [39]. Activitatea transcriptionald a fost influentatd mai puternic in cazul simptomelor
acute. Plantele de soia infectate cu virusuri au prezentat o activitate a genei f-1,3-glucanazei
sporitd 1n cazul expresiilor patologice profunde, comparativ cu plantele infectate care nu
manifestd simptome. Aprecierea spectrului electroforetic al proteinelor PR in extractele plantelor
de Datura stamonium sanatoase si infectate cu diferite tulpini ale virusului X al cartofului a scos
in evidenta diferente cantitative, care s-au dovedit a fi dependente de agresivitatea tulpinii virale
[citat dupa 476]. Fitovirusurile sunt capabile sa reprogrameze expresia genei gazdei, generand
interdependenta intre activitatea transcriptionald si patogenitatea virusului de tipul "shut-off"
intre intensitatea expresiei genelor si severitatea simptomelor virale [365].

Studiul interactiunii susceptibile dintre cartof si tulpina VY Cyrn au remarcat modificari
ale nivelului citochininei in frunzele inoculate [60]. Conform autorilor in formarea raspunsul
primar patologic sunt antrenate genele asociate fotosintezei, de semnalizare a stresului abiotic si
raspunsului defensiv. Expresia genelor in tesuturile clorotice infectate cu tulpina “sdlbatica” a
virusului mozaicului castravetilor si doud tulpini mutante ale proteinelor de acoperire au avut
profiluri similare ale activitatii transcriptionale, doar cu magnitudini diferite pentru tulpinile
virale [300]. in conditiile patogenezei virale, similar stresului abiotic, multiple gene cuplate cu
raspunsurile la cadmiu, céldura, frig si salinitate, au prezentat supraexpresie, in timp ce genele
asociate cu fotosinteza au fost inhibate.

Pe exemplul mai multor virusuri ARN, este expus efectul infectiei virale asupra
subexpesiei celor mai importante gene structurale ale gazdelor in frunzele infectate sistemic
[176]. Gradul de supresie transcriptionala este variat pentru diferite virusuri si gazde, fiind
dependent de severitatea bolii. Efectul replicarii virusului mozaicului mazarii (Pea Seed-Borne
Mosaic Virus) asupra acumularii proteinelor gazdei este complex si selectiv. Este demonstrata
cresterea acumuldrilor de vicilind, legumind si a peptidelor GBSS I, GBSS 1I, dar nu si a
transcriptilor lor in celulele infectate pe parcursul procesului de patogeneza, ceea ce sugereaza

impactul infectiei virale asupra procesului translational [419].
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Expresia unor gene asociate proceselor antioidante si de patogeneza la descendentii
de orz obtinuti de la plante infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului. Pentru
aprecierea statusului morfofiziologic al descendentilor plantele obtinute de la orzul infectat au
fost supuse examenului virusologic. Prin tehnica contrastarii negative a microscopiei electronice
la descendentii plantelor infectate a fost confirmata lipsa germenilor virali. Cu toate ca plantulele
prezentau un aspect obisnuit si grad de dezvoltare normald, activitatea transcriptionald a genelor

asociate stresului biotic a fost modificatd pentru majoritatea sistemelor analizate (Tabelul 5.6).

Tabelul 5.6. Activitatea transcriptionala (unitati conventionale) a unor gene a
metabolismului antioxidant si defensiv in frunzulitele descendentilor plantelor de orz
infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului

Gene analizate Genotip Martor Desceni(:lefrétcitia[t)lantelor
Sonor 0,4527+0,0501 0,3342+0,0333*
APX Galactic 1,2082+0,1369 0,2632+0,0253*
Unirea 0,4253+0,0220 0,4563+0,0598
Sonor 0,6293+0,0527 0,4558+0,0523*
SOD Galactic 0,7197+0,0606 0,3173+0,0259*
Unirea 0,50030,0556 0,4120+0,0634
Sonor 0,0145+0,0023 0,0088+0,0009*
PR-3 Galactic 0,0720+0,0106 0,0120+0,0014*
Unirea 0,0287+0,0022 0,0387+0,0037*
Sonor 0,1382+0,0095 0,2305+0,0244*
PR-5 Galactic 0,1342+0,0189 0,2445+0,0219*
Unirea 0,0972+0,0081 0,0903+0,0090
Sonor 0,00980,0004 0,0082+0,0005*
PR-10 Galactic 0,1118+0,0144 0,0335+0,0021%*
Unirea 0,0202+0,0035 0,0153+0,0015*

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

La descendentii plantelor infectate ale s. Sonor si s. Galactic, concentratia relativa a
transcriptilor genelor responsabile de activitatea antioxidantd a fost semnificativ redusa
comparativ cu martorul [446]. Astfel, expresia genei SOD a fost diminuata cu 26,6 si 55,9% la s.
Sonor si s. Galactic corespunzator. Aceste doud genotipuri au expus, de asemenea, un nivel de
subexpresie si pentru gena APX. Este important de notat, cA amplitudinea modificarilor la
descendenti a detinut valori mai reduse comparativ cu efectul primar produs de infectia virala
(Figura 5.12). Totodatd, activitatea transcriptionald a genelor APX si SOD la descendentii

s.Unirea a prezentat un nivel proxim martorului.
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Fig. 5.12. Profilurile de amplificare a produselor primerilor pentru genele: a-tubulina (A), SOD
(B), APX (C), PR-3 (D), PR-5 (E), PR-10 (F) la varianta martor (7, 17, 22) si descendentii plantelor
infectate (8, 18, 23) a s. Sonor (7, 8), s. Galactic (17, 18) si s. Unirea (22, 23).

Conform rezultatelor evaludrii activitatii transcriptionale ale genelor asociate patogenezei
(PR-3, PR-5 si PR-10) orientarea fluctuatiilor in directia activarii sau supresiei a fost dependenta
de genotipul gazdei (Tabelul 5.12). Depresia 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 fata de plantele martor. Infectia virala provocatda de VMDO a avut repercusiuni 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 inregistrat la s. Sonor si s. Galactic pentru PR-5 cu o
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supraexpresie de 1,7-1,8 ori mai inalta fati de martor. In corespundere cu pattern-ul de expresie
la s. Unirea infectia virala nu a produs efecte semnificative la descendentii acestui genotip
(Figura 5.12).

Directia variatiei concentratiei transcriptilor PR-10 a avut caracter dependent de genotip.
Astfel, la descendentii s. Galactic si s. Sonor a fost constatatd subexpresia genei, iar la s. Unirea
— supraexpresia genei.

Rezultatele analizei expresiei genelor metabolismului antioxidant si a proteinelor asociate
patogenezei releva orientdrile similare ale modificarilor la plantele infectate si descendentii

derivati din conditii patologice (Figura 5.13).
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Fig. 5.13. Activitatea transcriptionala (unititi conventionale) a genelor asociate cu stresul in
frunzulitele plantelor de orz sinatoase, infectate cu VMDO si descendentii acestora.

Efectul primar al infectiei virale a avut o variabilitate mai mare a impactului comparativ
cu descendentii. In sistemele gazdi-patogen analizate, concentratia relativd a transcriptilor
genelor APX si SOD a suportat reducere, rezultat descris si in generatia liberda de virusuri
provenitd de la plante obtinute in conditii de patogeneza virala.

Un determinant important al variatiei activitdtii transcriptionale a genelor proteinelor
asociate patogenezei PR-3 si PR-10 a constituit genotipul gazdei cu un nivel de sub- sau
supraexpresie, specific combinatiei genotip-virus. O reactie comuna pentru cele trei genotipuri
de orz analizate, o constituie sporirea concentratiei transcriptilor ARNm a genei PR-5 in

conditiile patogenezei. La descendentii genotipurilor de orz de primavard Sonor si Galactic
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directia modificarilor a pastrat aceiasi orientare spre majorare, In timp ce la s. Unirea valoarea
expresiei a fost la nivelul martorului.

Astfel pentru sistemele virus-gazda evaluate si descendentii derivati de la plantele
gazda, s-au stabilit modificari evidente In activitatea transcriptionald a genelor incluzind (1)
suprimarea genelor implicate in metabolismul antioxidant; (ii) activarea sau subexpresia, in
dependentd de specificitatea genotipului, a genelor ce codificd proteine cu activitate
ribonucleazica sau chitinazica; (iii) 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 citopatice la
nivelul structurilor calusale ale diferitelor soiuri de varza

Impactul agentilor patogeni, inclusiv a infectiilor virale, asupra structurilor intracelulare
se manifestd printr-o gama largd de modificari care declanseaza raspunsuri locale si sistemice
prin multiple cai de transductie interconectate. Este bine cunoscut si amplu descris, cé infectiile
virale afecteaza semnificativ procesele fiziologice in plante, determinand reducerea fotosintezei,
modificarea respiratiei, nivelului de carbohidrati si metaboliti. In baza evaludrilor citologice ale
diferitelor sisteme gazda-patogen au fost descrise efectele produse de infectiile productive ce
contribuie la aparitia restructurarilor intracelulare, destabilizarea proceselor de reproducere
celulard, modificarea expresiei genelor asociate stresului biotic. Conform datelor relatate, virusul
mozaicului conopidei provoaca alterdri majore structurale ale organitelor sistemului energetic,
vacuolar, precum si ale nucleelor celulelor mezofilului soiurilor de varzd sistemic infectate.
Calusurile derivate din diferite sisteme citopatice au prezentat modificari ale capacitatii
morfogene.

In acest context a prezentat interes evaluarea distributiei conformationale a structurilor
nucleare in calusurile morfogene derivate din tesuturile mezofilului soiurilor de varza infectate
cu VMCo. Studiul ultrastructural a relevat diverse modificari cu diferit grad de manifestare ale
aspectului organitelor celulare, inclusiv a nucleelor celulelor calusale obtinute din mezofilul
soiurilor susceptibile de varza Haricovscaia, Moldavanca si Iuniscaia infectate cu VMCo (Figura

5.14).
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Fig. 5.14. Aspectul ultrastructural al celulelor calusale cu capacitate proliferativa, derivate din
tesuturi ale mezofilului la soiurile de varza infectate cu VMCo. A — morfologia nucleului interfazic
in calusul variantei martor a s. Haricovscaia. B — aspectul unui fragment al celulei calusale derivate

de la s. Haricovscaia infectat cu VMCo; C — ultrastructura nucleului interfazic in calusul obtinut
din mezofilul plantelor s. Iuniscaia infectate cu VMCo; D — fragmente de celule in calusurile
proliferative ale s. Moldavanca, varianta martor; E, F — morfologia structurilor nucleare si a
organitelor celulare in calusurile morfogene ale s. Moldavanca infectat cu VMCo
(scara barei 0,8 pm).

Aprecierile vizuale ale aspectului ultrastructural au relevat un tablou general proxim al
celulelor calusale morfogene in variantele martor comparativ cu derivatele plantelor infectate
exprimat prin caracteristici morfologice ale hialoplasmei, sistemului vacuolar, organitelor
sistemului energetic (plastidelor si mitocondriilor). Citoplasma celulelor calusale in variantele
experimentale a mentinut starea fin granulatd cu multipli ribozomi, mitocondri compacti si
plastide cu un sistem tilacoidal slab dezvoltat (Fig. 5.14 B-F). Sistemul vacuolar era format din
mai multe vacuole mici divizate prin punti citoplasmatice, reflectind in ansamblu o stare
juvenila caracteristicd celulelor proliferative. Distinctii vizuale au fost stabilite pentru
incluziunile compusilor fenolici, numarul si dimensiunile cérora a fost mai inalt in variantele
experimentale.

Celulele calusale ale variantelor martor se distingeau prin nuclee eucromatice cu zone
neinsemnate de cromatinad perimembranara, distributii uniforme ale heterocromatinei nucleolare
(Fig. 5.14 A, D). In celulele maselor calusale proliferative obtinute din mezofilul plantelor de
varza infectate cu VMCo se atestd sporirea zonelor de cromatind compactizatd, in special, n
zona perimembranara (Fig. 5.14 C, E, F). De asemenea, modificari apreciabile vizual au putut fi

estimate la nivelul gradului de compactizare a cromatinei nucleoplasmatice. Sporirea
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conglomerdrilor de heterocromatina dispersatd pe tot perimetrul nucleului a fost descrisd cu un
grad diferit de expresie in nucleele calusurilor derivate de la plante infectate.

Aplicarea analizei morfometrice a structurilor nucleare a confirmat devierile constatate
vizual in variantele experimentale. La cele trei soiuri de varza analizate volumul relativ al

nucleelor interfazice a fost mai 1nalt in calusurile variantelor experimentale (Tabelul 5.7).

Tabelul 5.7. Schimbarile morfometrice ale structurilor nucleare in conditii in vitro a celulelor de
varza alba infectate cu virusul mozaicului conopidei

Varianta Raport Volumul relativ al structurilor nucleare
experimentala nucleo- . .
P . . Nucleu Cromatina Cromatina
citoplasmatic . < .
perimembranara nucleoplasmatica

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. [uniscaia
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 fata de martor pentru P <0,05; 0,01, respectiv.

Calusurile proliferative derivate din mezofilul plantelor infectate au prezentat nuclee cu
un volum mai mare cu 21,5 — 30,4%, la nivelul de semnificatie P < 0,05 si 0,01 respectiv.
Modificari semnificative au fost raportate pentru cromatina perimembranara la toate trei soiuri
analizate. Volumul relativ al heterocromatinei distribuite atasat membranei nucleare a sporit cu
37,5; 45,5 si 55,9% in sistemele citopatice obtinute de la s. Haricovscaia, s. Iuniscaia si s.
s.Moldavanca respectiv. Devierile volumului cromatinei nucleoplasmatice au prezentat o
specificitate de genotip. Astfel, la s. Haricovscaia conglomeratele compacte de cromatind au

inregistrat valori similare martorului, iar la s. Iuniscaia si Moldavanca au crescut cu 38,9 si
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47,4%. Cu toate acestea raportul nucleo-citoplasmatic s-a majorat in toate sistemele
experimentale [44].

Este cunoscut ca sporirea zonelor de heterocromatind denota diminuarea proceselor de
transcriptie si, In ansamblu, a activitatii nucleului [404]. Restructurarile de compactizare a
materialului genetic constatate in celulele proliferative ale tesuturilor mezofilului plantelor
infectate reflecta repercusiunile generale produse in sistemele productive gazda-virus.

In plantele infectate sistemic, virusurile sunt privite ca elisitori antrenati in inducerea
diferitelor cai defensive, inclusiv in producerea efectului de pozitie nucleopatica [271]. Drept
argument se prezintd datele conform cdrora VMCo declanseazd la plantele de arabidopsis
infectate sistemic un raspuns rapid in tesuturile neinfectate, care preceda propagarea virusului, si
are ca rezultat o inducere locald sau sistemica a SRO, activarea diferentiata a diferitelor gene.

Conform relatdrilor din literatura, dezvoltarea infectiei virale coreleazd cu metilarea
selectiva a diferitelor regiuni ale ADN-ului genomic, ceea ce duce la variatii in activitatea lor
transcriptionala [73]. Aceste schimbari incep cu modificarea gradului de metilare a ADN-ului si
conformationale ale cromatinei, care pot juca un rol important in transductia efectelor in
urmatoarele generatii. Se considerd, cd asemenea schimbari transgenerationale fac parte din
strategiile de aparare a plantelor la stresul biotic. Aceste modificari la nivelul populational pot
avea consecinte evolutive importante, pe misurd ce genereazi diversitate individuala. In acest
context, este importantd dezvoltarea rezistentei plantelor la infectii ceea ce coreleazd cu
metilarea selectiva a diferitelor regiuni ale ADN-ului genomic care conduce la schimbdri in
activitatea lor transcriptionald [375].

Expresia specifici a genelor este reglatda de starea conformationald diferentiatd a
cromatinei. Aceste modificari pot fi mostenite atit genetic, cét si epigenetic [72]. Un numar tot
mai mare de dovezi sugereazd ca plantele posedd forme duale de mostenire pe baza
mecanismelor genetice si epigenetice [271; 398]. Modificarile in metilarea ADN-lui si
nivelurilor conformationale ale cromatinei sub presiunea agentilor patogeni pot persista de-a
lungul mai multor generatii, ducind la formarea unei trasaturi noi.

Infectiile virale compatibile activeaza diverse semnale cum ar fi ARN-uri mici care se
raspandesc sistemic de la locul infectarii (de ex. frunze) la tesuturile neinfectate, inclusiv cele
sporogene. Aici, semnalul conduce la sporirea sau diminuarea gradului de metilare al ADN-ului
anumitor sife-uri specifice. Este stabilit cd hipermetilarea poate determina cresterea mutatiilor
C/T, in timp ce hipometilarea genereaza majorarea frecventei recombindrilor omoloage [327].

Ambele mecanisme genetice (mutatiile punctiforme) si recombinarea genetica conduc la
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formarea de noi combinatii, iar selectarea individuald dintr-o populatie a epimutdtiilor sau

mutatiilor pot avea ca rezultat aparitia epialelelor si alelelor care conferd noi specificitati [73].

Concluzii la capitolul 5

1. Efectele destabilizatoare ale diviziunilor celulare provocate de infectiile virale la tomate
si orz, includ modificari ale procesului de recombinare somaticd si meioticd; sporirea
schimburilor reciproce, perturbarea coeziunilor dintre cromozomii omologi cu repercusiuni
asupra generatiei ulterioare.

2. Infectiile cauzate de VAT si VMT au generat abateri semnificative ale peroxidazei si
polifenoloxidazei, exprimate prin sporirea activitatii PPO la genotipurile cu tolerantd comparativ
cu cele susceptibile.

3. Gradul de acumulare a o-tomatinei in petiolii plantelor de tomate infectate este
dependent de tipul de reactie al genotipului la infectia virald: susceptibilitate, toleranta sau
rezistentd, prezentand un nivel mai inalt in genotipurile cu potential defensiv.

4. Expresia genelor implicate in metabolismul antioxidant (APX si SOD) si proteinelor
asociate patogenezei (PR-3, PR-5 si PR-10) a fost semnificativ influentata la soiurile orzului de
primadvarad infectate cu VMDO, prezentand supra- sau subexpresie in dependentd de genotip.
Efectul mediat de infectia virald s-a manifestat in urmatoarea generatie prin suprimarea activitatii
genelor implicate in metabolismul antioxidant (APX si SOD).

5. In sistemele compatibile varzi/VMCo au fost raportate efecte nucleopatice de pozitie,
exprimate prin reconformdri ale cromatinei, ce au inclus cresterea volumului relativ al
heterocromatineir  distribuite atasat membranei nucleare si devieri ale cromatinei
nucleoplasmatice cu specificitate de genotip. Restructurarile constatate in gradul de compactare
al materialului genetic au fost asociate cu un nivel proliferativ diferentiat dependent de tipul
histopatosistemului. Eterogenitatea tisulard descrisd la nivel in vitro releva susceptibilitatea

diferentiatd la nivel celular.
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6. MANIFESTAREA CARACTERELOR CANTITATIVE SI
CALITATIVE LA PLANTELE INFECTATE CU VIRUSURI SI LA
DESCENDENTII ACESTORA

Cuantificarea caracterelor cantitative permite descrierea exactd a genotipurilor si
distingerea lor n baza particularitatilor specifice de expresie a interactiunii genotip x mediu
[137]. Fiecare individ este considerat in esentd 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, variantd caracterelor [67]. Stabilitatea parametrilor si corelatiilor
acestora constituie o reflectie specifica a consecintelor interactiunii cu factorii ambientali.

Caracterele cantitative sunt determinate de multiple gene distribuite In genom, iar
expresia valorica reflectd interactiunile genice, dar si selectia individuala ca rezultat al
interrelatiilor cu mediul [276]. Similaritatea dintre indivizi dupd anumite Insusiri depinde de
gradul de inrudire si amplitudinea variantei genetice care sta la baza caracterului. Drept surse de
variatie a caracterelor multigenice autorii indicd epistaziile, dezechilibrarea linkage-ului.

In scopul extinderii variabilitatii pot fi utilizati si agentii exogeni cum sunt factorii fizici,
chimici, dar si biologici, care ar provoca instabilitatea geneticd si modifica gradul de linkage si
nivelul de recombinare [463]. Spectrul variabilitatii genotipice la plante este conditionat nu
numai de factorii de inducere si metodele aplicate, dar si de natura genetica a materialului initial.

Recunoasterea rolului pe care il au virusurile fitopatogene in procesul de inducere a
recombinatiilor si mutatiillor sugereaza importanta pe care le pot avea asupra expresiel

caracterelor cantitative si calitative.

6.1. Variabilitatea caracterelor cantitative la tomate si descendentii plantelor
infectate cu virusuri

6.1.1. Evaluarea caracterelor cantitative la plantele de tomate infectate cu virusul
aspermiei tomatelor

Aspermia tomatelor se distinge printr-un impact semnificativ asupra habitusului plantelor
infectate cu o potentd mai majora comparativ cu alti agenti virali. Aspectul general al plantelor
sensibile la VAT prezintd modificari morfologice ale frunzelor, florilor si ale fructelor, gradul de

expresie al caror este influentat de genotipul gazdei.
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Evaluirile fenologice comparative ale genotipurile de tomate susceptibile la VAT au
demonstrat necesitatea estimarii caracterelor cantitative. In baza cercetirilor s-a constat influenta

diferentiatd a VAT asupra expresiei insusirilor de productivitate (Tabelul 6.1).

Tabelul 6.1. Valoarea caracterelor cantitative la plantele de tomate infectate cu VAT

(a. 1998)
Genotip Caracter Varianta
Martor VAT

Talia plantei (cm) 54,8444 82 28,12+6,92**
Lastari laterali roditori (nr.) 5,81+1,08 5,38+1,07

s. Nistru | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 18,24+2,89 4,5244, 89***
Fructe pe ciorchina II (nr.) 2,80+0,79 2,70+0,82
Masa unui fruct al ciorchinei II (g) 39,99+4,21 37,98+7,52
Fructe per plantd (nr.) 21,76+2,96 13,81+£2,25%*
Masa unui fruct (g) 36,96+2,98 23,9442, 35%**
Seminte per fruct (nr.) 69,64+3,04 47,2442 94 **
Talia plantei (cm) 68,86+5,29 39,7247 36%**
Lastari laterali roditori (nr.) 5,91+1,17 5,48+0,93

s. Prizior | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 17,71+3,09 8,2042 24%*
Fructe pe ciorchina II (nr.) 3,02+0,92 1,80+0,63
Masa unui fruct al ciorchinei II (g.) 48,62+2.29 39,85+3,05%*
Fructe per planta (nr.) 27,71£3,09 16,52+4,75*
Masa unui fruct (g) 37,99+1,19 23,11+4,68*
Seminte per fruct (nr.) 74,61+£2,33 47,94+7,88***
Talia plantei (cm) 65,12+7,54 36,54+9,22%*
Lastari laterali roditori (nr.) 5,76+1,04 5,85+1,15

s. Fachel | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 15,95+2,38 8,50+2,49%*
Fructe pe ciorchina II (nr.) 3,20+0,63 1,60+0,84*
Masa unui fruct al ciorchinei II (g.) 76,09+4,38 43,20+1,70***
Fructe per planta (nr.) 29,81+£5,89 12,96+3,47%*
Masa unui fruct (g) 67,08+2,07 44,56+1,76***
Seminte per fruct (nr.) 107,39+3,93 70,02+2,78%**

*; A% w3k _ diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

VAT a cauzat diminuarea semnificativa a taliei plantelor la soiurile Nistru, Prizior si
Fachel. Indltimea lastarului principal a fost redusi cu cca 44 si 42% la s. Fachel si s. Prizior
respectiv. La s. Nistru talia plantei practic a fost Injumatatita, atingdnd doar 28 cm comparativ cu
55 cm la martor.

Plantele sanitoase ale soiurilor analizate detineau 5,1...5,7 lastari roditori. In cazul
infectdrii cu VAT acest parametru a variat in limitele variantei martor. La tomatele virozate a
fost atestat un numar proxim de lastari, iar reducerea distantei dintre noduri a conferit un aspect
compact al tufelor si diminuarea taliei plantelor.

Perturbarile proceselor microsporogenezei si morfofuncionale ale polenului au influentat
in mod diferit gradul de legare si dezvoltare al fructelor. La infectarea cu VAT numarul de
ciorchine cu fructe a scazut cu 46,7 — 75% la s. Fachel si Nistru. Infectia virala a manifestat un
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impact cu o putere similara si la s. Prizior. Numarul de fructe legate pe ciorchina II s-a diminuat
semnificativ numai la s. Fachel. Variatia valorii acestui indice la plantele infectate a s. Prizior nu
a condus la deosebiri esentiale fatd de martor, In timp ce masa unui fruct de pe ciorchina II la s.
Nistru a fost proximd plantelor sdnatoase. Cu toate acestea, impactul infectiei virale asupra
masei medii a fructului per plantd a avut confirmare statistica la toate cele trei soiuri analizate,
ceea ce a fost cauzat de accentuarea influentei negative a virozei asupra gradului de legare a
fructelor. Astfel, progresarea procesului de patogeneza a condus la sporirea graduald a diminuarii
numarului total de fructe legate. Este cunoscut, ca parametrul numarul de fructe este determinat
poligenic, prezentdnd o heritabilitate joasd si o influentd majord a factorilor de mediu [87].
Totodatd VAT a cauzat diminuarea semnificativa a numarului de seminte per fruct.

In acelasi timp, infectia produsid de VAT a condus la modificarea indicilor biochimici ai
fructelor de tomate. Fructele formate n conditii de patogeneza detineau iIntr-o cantitate mai
redusa zaharuri, in timp ce continutul de substante uscate era mai inalt comparativ cu martorul.

De asemenea, a fost diminuata semnificativ aciditatea totala a fructelor (Tabelul 6.2).

Tabelul 6.2. Valoarea indicilor biochimici ai fructelor de tomate la plantele
infectate cu VAT (a. 1998)

Genotip Caracter analizat Varianta
Martor VAT

Substante uscate, % 5,56+0,05 5,66+0,07
Coeficientul de variatie 1,12 1,26

s. Nistru | Zahar total, % 5,12+0,07 4,85+0,11*
Coeficientul de variatie 1,36 2,26
Aciditatea, % 0,438+0,004 0,378+0,006%***
Coeficientul de variatie 0,9 1,58
Substante uscate , % 5,22+0,05 5,6+0,08**
Coeficientul de variatie 0,95 1,43

s. Prizior | Zahir total, % 5,46+0,09 4,78+0,27**
Coeficientul de variatie 1,65 5,65
Aciditatea, % 0,418+0,003 0,412+0,004*
Coeficientul de variatie 0,72 0,97
Substante uscate , % 5,4+0,07 6,4+0,07***
Coeficientul de variatie 1,30 1,09

s. Fachel | Zahar total, % 5,86:+0,06 4,4240,25%%*
Coeficientul de variatie 1,02 5,65
Aciditatea, % 0,405+0,005 0,394+0,007***
Coeficientul de variatie 1,23 1,77

*; A% w3k _ diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Indicii biochimici ai fructelor la plantele de tomate sandtoase se caracterizeaza prin-un
coeficient de variatie foarte mic, media valoricd a parametrului fiind reprezentativa pentru

fiecare soi. Continutul de substante uscate si aciditatea fructelor tomatelor infectate cu VAT au
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mentinut o amplitudine a coeficientului de variatie < 5%, ceea ce demonstreaza variabilitatea
joasa a acestui caracter. Este important de mentionat, ca variatia zaharului total in fructele la s.
Prizior si s. Fachel a depasit 5%, dovedind impactul semnificativ al infectiei virale asupra
metabolismului hidratilor de carbon.

Este stabilit, ca factorilor determinativi ai productivitatii si calitatii productiei le revine o
pondere majord din ntreg genomul. Astfel, din totalul QTL descrise la plantele de culturd, cate

cca 14% sunt asociati acestor doud caracteristici, iar 9% — arhitecturii plantelor [359].

6.1.2. Expresia caracterelor cantitative la descendentii plantelor de tomate obtinuti
in conditii de patogeneza virala

Studiile recente indica ca interactiunile dintre plante si agentii patogeni se bazeaza pe
mecanisme epigenetice [112; 222; 345]. Conform Boyko A., Kovalchuk I. [73], infectarea unei
gazde sensibile cu un virus compatibil rezultd cu activarea diferitelor semnale cum ar fi
inducerea ARNGsi. Aceste semnale se extind sistemic de la locul de infectie spre tesuturile
neinfectate, inclusiv tesuturile organelor generative. Infectarea este insotitd de hipo- sau
hipermetilarea genelor specifice, schimbari de naturd epigenetica ce pot fi transmise
descendentilor. La baza acestor modificari stau efecte genetice (mutatii punctiforme si
recombinarea genicd) ce conduc la formarea de noi combinatii alelice, care ulterior pot fi
mostenite. Ca rezultat al mutatiilor sau epimutatiilor, gametii formati si indivizii rezultati pot
detine noi combinatii alelice ce prezintd noi imbinari de caractere.

in contextul rezultatelor obtinute privitor la efectul recombinogen si destabilizator al
VAT asupra microsporogenezei, studiul nostru a avut ca obiectiv evaluarea expresiei caracterelor
cantitative la descendentii plantelor infectate.

La descendenti, precum si la plantele martor a fost studiat un sir de caractere
morfologice: talia plantei, numarul de lastari roditori, numarul de inflorescente de pe un lastar si
total per planta, numarul de fructe legate pe o ciorchina si total per planta, numarul de seminte
per fruct, masa unui fruct. Conform rezultatelor obtinute la soiurile analizate valoarea medie a
caracterelor studiate a fost la nivelul plantelor martor (Tabelul 6.3).

Descendentii plantelor infectate nu s-au evidentiat prin deosebiri semnificative ale
caracterelor cantitative ce determina habitusul, dar si productivitatea. Asemenea parametri ca
numarul si masa fructelor pentru care au fost Inregistrate cele ample devieri de la martor la

plantele virozate, au avut valori apropiate genotipurilor sanatoase.
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Tabelul 6.3.

infectate cu VAT (a. 1998)

Nivelul valoric al caracterelor cantitative la descendentii plantelor de tomate

Genotip Caracter Varianta
Martor Descendenti VAT
Talia plantei (cm) 58,74+3,21 61,45+5,72
Lastari laterali roditori (nr.) 6,2+1,22 5,80+1,30
s. Nistru | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 14,28+2.,44 11,45+5,69
Fructe pe ciorchina II (nr.) 2,66+1,07 2,82+0,96
Masa unui fruct al ciorchinei II (g.) 38,56+3,86 39,42+4,12
Fructe per plantd (nr.) 24,64+3,02 22,78+2,86
Masa unui fruct (g.) 34,81+2,46 29,94+4,12
Seminte per fruct (nr.) 67,0842,78 61,83+4,44
Talia plantei (cm) 63,73+3,21 65,12+5,37
Lastari laterali roditori (nr.) 6,04+2,05 5,78+3,26
s. Prizior | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 14,66+2,78 12,36+2,48
Fructe pe ciorchina II (nr.) 3,14+1,12 13,08+1,76
Masa unui fruct al ciorchinei II (g.) 44,94+3 21 45,87+3,48
Fructe per planta (nr.) 32,18+£2,19 29,50+4,02
Masa unui fruct (g.) 34,45+3,08 35,11+2,98
Seminte per fruct (nr.) 70,54+1,76 62,08+3,38*
Talia plantei (cm) 61,9444 .44 65,26+6,12
Lastari laterali roditori (nr.) 5,62+1,22 5,70+£2,18
s. Fachel | Ciorchine cu fructe per planta (nr.) 14,63+2,67 13,60+3,11
Fructe pe ciorchina II (nr.) 3,424+0,76 3,68+1,08
Masa unui fruct al ciorchinei II (g.) 72,84+3,84 74,55+2,45
Fructe per planta (nr.) 26,73+3,38 24,64+4,69
Masa unui fruct (g.) 69,02+2 31 64,28+2,98
Seminte per fruct (nr.) 92,56+2,82 65,93+4,63***

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

Rezultate similare au fost constatate pentru indicii biochimici ai fructelor (Figura 6.1).
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Fig. 6.1. Indicii biochimici ai fructelor de tomate obtinute de la descendentii plantelor infectate cu
VAT as. Nistru (N), s. Prizior (Pr) si s. Fachel (F): A — continutul substantelor uscate, %;
B — zahar total, %; C — aciditatea totala, %.

Continutul substantelor uscate, zaharului, precum si aciditatea totald au inscris valori
medii proxime martorului (Tabelul 6.4). Totodata, pentru unele caractere cantitative a fost
stabilita o extensie a distributiei valorilor medii [42]. Asemenea parametri, precum ar fi talia
plantei, numarul de ciorchine roditoare per planta, masa unui fruct al ciorchinei II, numarul de
seminte al unui fruct, au detinut un diapazon al variatiei mai mare la toate cele trei soiuri
analizate (Tabelul 6.4). Date similare au fost raportate si pentru descendentii plantelor infectate

cu VMT, efectele fiind constate si in generatiile 2 si 3 [42; 49; 447].

Tabelul 6.4. Coeficientul de variatie (%) al unor caractere cantitative la descendentii
soiurilor de tomate infectate cu VAT (a. 1998)

Nr Parametru Genotip
Nistru Prizior Fachel
Martor | Descendenti | Martor | Descendenti | Martor | Descendenti
1 Talia plantei 5,46 9,30 5,03 8,24 7,17 9,38
2 Lastari laterali 20,28 19,81 19,23 25,74 18,12 25,24
roditori
3 Ciorchine roditoare 15,88 31,80 15,17 31,95 14,89 32,39
per planta
4 Fructe per 28,21 30,37 30,46 35,00 19,69 52,50
ciorchina II
5 Masa unui fruct al 10,53 19,79 12,66 17,06 5,77 16,20
ciorchinei 11
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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Pentru unele caractere, de exemplu seminte per fruct, amplitudinea coeficientului de
variatie a fost influentat prioritar de genotip. Numarul de fructe per ciorchina II la descendentii
s. Nistru si s. Prizior infectate cu VAT a variat aproximativ in aceiasi proportie comparativ cu
martorul, in timp ce la s. Fachel a prezentat extinderea valorii acestui caracter de cca 2,7 ori.
Evaluarea coeficientului de variatie a scos in evidenta particularitati individuale dependente de
genotip si caracter. Diferente determinate specific de fiecare sistem individual au fost atestate si
pentru masa unui fruct per planta.

Rezultatele obtinute au stat la baza elaborarii procedeului de obtinere a recombinantilor
de tomate [13]. Inventia se referd la bitehnologiile agricole si poate fi aplicatd in scopul
extinderii variabilitatii genetice In vederea obtinerii §i selectarii unor forme cu caractere noi la
soiurile de tomate prin aplicarea VAT 1n calitate de factor recombinogen. Ca rezultat al efectului
produs de infectia virald poate fi modificatd interdependenta dintre unele caractere corelate, asa
cum ar fi masa fructului — numdrul de seminte. In asa mod au fost capitate forme ale soiului
Fachel cu masd mare a fructului si numar redus de seminte; masa mare a fructelor primelor
ciorchine si confinut sporit de substante uscate.

Efectul transgenerational al infectiei virale in extinderea variabilitatii caracterelor
cantitative la tomate este demonstrat si pentru alte combinatii gazda-patogen, in dependenta de

gradul de reactivitate la agentul viral [26; 447].

Evaluarea polimorfismului intrapopulational la descendentii de tomate obtinuti de
la plante infectate cu virusuri. Pentru evaluarea polimorfismului intrapopulational a
descendentilor obtinuti de la plante de tomate infectate a fost utilizata tehnica PCR cu utilizarea
primerilor iPBS (Primer Binding Site) in baza retrotranspozonilor LTR (Long Terminal
Repeats), propusi pentru amprentarea genomicd, inclusiv la tomate [219]. Extractia totala a
ADN-ului a fost efectuatd utilizdnd protocolul ,,GenomicDNAPurificationKit” (Fermentas) cu
modificari. Parametrii PCR au fost ajustati in functie de lungimile ampliconilor si de specificul
primerilor. Fragmentele amplificate au fost separate cu electroforeza cu gel de agaroza 1,1% (6
V/cm) in solutie tampon de migrare 1XTBE (pH 8,0) cu bromura de etidiu. Pentru identificarea
primerilor eficienti In aprecierea diversitdtii intrapopulationale au fost analizati doudzeci de
primeri iPBS, dintre care au fost selectati 2, care au prezentat polimorfism intragenomic.
Conform rezultatelor studiului molecular, produsele de amplificare cu primeri iPBS au prezentat

diferente calitative (Figura 6.2).
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Fig. 6.2. Electroforegramele produsilor de amplificare ale ADN-ului genomic al descendentilor de
tomate obtinuti de la plante infectate cu virusuri: A —s. Craigella (Tm-2>/Tm-2%), B —s. Craigella
(Tm-1/Tm-1), C —ss. Elvira, D — sp. S. pimpinellifolium. Rezultatele amplificarii cu ajutorul
primerilor iPBS: 1 —17pb, I — 20 pb.

Un profil cu un numér mai mare de benzi a fost identificat la s. Craigella (Tm-1/Tm-1)
generat de primerul 17 pb. La plantele martor a genotipului dat au fost descrisi 10 ampliconi,
care au fost atestati si la descendentii derivati de la plantele infectate cu VAT. Diferente au fost
stabilite n variantele derivate de la plante infectate cu VMT. Trebuie de mentionat, ca deosebiri
calitative dupa produsii de amplificare au fost remarcate si intre indivizii aceleiasi variante, care
se deosebeau dupa aspectul morfologic. Astfel, variatii morfologice ale tulpinii, tipului de
inflorescenta, descrise la descendentii s. Craigella (Tm-1/Tm-1) au fost asociate cu prezenta unor
fragmente unice (Figura A 6.2). Rezultate similare au fost descrise si pentru descendentii sp. S.
pimpinellifolium infectate cu VAT ce prezentau modificari ale fructului (numarul de locule (Ic),
fascierea fructului (fas)) (Figura A 6.4). Tipul variatiilor morfologice a fost identificat dupa
descrierea mutantilor conform bazei Micro-Tom Mutants [194].

Analiza moleculara cu primerul iPBS — 20pb a scos in evidenta mai putine fragmente (2-
3 polimorfe si 1-7 monomorfe). Descendentii plantelor infectate (genotipurilor S.
pimpinellifolium infectate cu VAT, s. Elvira infectat cu VMT si VAT) au expus variatii
morfologice ale habitusului, frunzelor, inflorescentelor, fructului, modificari asociate cu
fragmente monomorfe.

Astfel, conform profilurilor de amplificare a fost demonstratd o specificitate

intrapopulationala dependentd de combinatia gazda-patogen, asociatd cu aspectul morfologic.
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6.2. Variabilitatea caracterelor cantitative la orz si descendentii plantelor supuse
actiunii infectiei virale

Evaluarea caracterelor cantitative asociate cu productivitatea la orz si descendentii
plantelor infectate a fost obiectivul unor studii separate realizate in cadrul Laboratorului
Biotehnologii vegetale, rezultatele carora au fost expuse in lucrari stiintifice [23; 459]. Conform
autorilor, infectarea plantelor de orz cu VMDO a cauzat modificari a mai multor caractere
cantitative. Este cunoscut faptul, ca infectiile virale, inclusiv cea provocata de VMDO
influenteaza productivitatea plantelor de orz. Conform datelor din literatura, numarul de boabe
per spic coreleaza direct cu productivitatea si este un indice mult mai sensibil fatd de viroze
[324]. In cadrul cercetirilor efectuate infectia virald a influentat semnificativ (P< 0,001) asupra
variatiei numarului de boabe per spic, puterea de influenta fiind de 6,2%.

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 soi. O plasticitate mai sporitd evidentiata la soiul Galactic n cazul aplicarii complexe a
VMDO cu razele gama este expusa si in alte lucrari [459]. Variatia caracterului numarul de
boabe per spic la descendenti a fost mai inaltd comparativ plantele infectate. Potrivit rezultatelor
autorului la soiul Galactic deviatiile in M, — M3 sporesc semnificativ, atingand 90,8% 1in
generatia a treia, ceea ce este de 6,4 ori mai mare in comparatie cu martorul.

Evaluarea gradului de variabilitate a caracterului frafi fertili per planta a evidentiat o
variatie puternici la varianta virus, cat si la descendentii plantelor infectate. In rezultatul actiunii
VMDO, deviatiile valorice ale acestui indice s-au majorat de 1,2 — 1,36 ori la descendentii
s.Sonor si s.Galactic. Puterea impactului infectiei asupra parametrilor falia plantei, lungimea
ultimului internod, frafti fertili per planta a variat cu o amplitudine diferitd la descendenti si a fost
specificd caracterului evaluat. Puterea de influentd a VMDO asupra faliei plantei a fost de
11,88% si lungimii ultimului internod — de 39,15%.

In rezultatul cercetarii influentei VMDO asupra manifestirii caracterelor cantitative (talia
plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numarul de boabe per spic,
numarul fratilor fertili per planta si numarul internodurilor) s-a constatat o variatie
semnificativd a valorilor coeficientilor de variatie a caracterelor studiate la plantele supuse
actiunii infectiei virale si pe parcursul urmdtoarelor generatii, in dependentd de genotip,
generatie si indicele bio-morfologic studiat.

Suplimentarea actiunii produse de VMDO cu raze gama a dovedit posibilitatea majorarii

variabilitdtii genotipice si diversifirii caracterelor cantitative la soiurile de orz. In baza acestor
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date inovative a fost elaborat un procedeu nou de obtinere a genotipurilor noi cu caractere de
interes agronomic [10], esenta cdruia rezida 1n inducerea diversitatii genotipice si selectarea
formelor ce prezintd valori nespecifice soiului inifial ale unor asa caractere cantitative cum ar fi
talia plantei, lungimea ultimului internod, lungimea spicului, numarul de spiculete dezvoltate,
numarul de internoduri la descendentii obtinuti de la plantele de orz supuse actiunii asociate ale

infectiei virale si razelor gama.

6.2.1. Variabilitatea intragenotipica in populatiile orzului de primavara obtinute in
conditii de infectie virala in baza polimorfismului proteinelor de rezerva
intrapopulationale pe larg sunt utilizate proteinele genetic polimorfe. Polimorfismul unor
asemenea sisteme este determinat de variabilitatea alelica si poate fi apreciatd prin analiza
electroforetica. Totalitatea spectrelor proteinelor multiple (poligenice) si genetic polimorfe
(polialelice) permite evidentierea poligeniei, structurii alelice a genelor, structurii populatiei,
compozitiei biotipice a soiului.

Polimorfismul proteinelor, drept metodd de marcare moleculara, este aplicatd in
identificarea genotipurilor, fiind utilizatd nu doar in cercetdrile fundamentale, dar si in
solutionarea numeroaselor probleme aplicative. In baza spectrelor electroforetice ale proteinelor
polimorfe este posibila determinarea diversitatii genetice, rezultatele servind repere in cercetarile
interpopulationale, filogenetice (pentru determinarea nivelului de inrudire a genotipurilor),
aspecte evolutioniste, marcarea genelor ce controleaza caractere de interes [28; 466; 470; 487].

In evaluarea polimorfismului in populatiile de orz, conform datelor din literatura de
specialitate, eficient se utilizeazd asemenea marcheri proteici ca hordeinele [484], continutul
carora constituie cca 40% din totalul proteinelor de rezerva din seminte [380]. Hordeinele se
considera a fi una din cele mai polimorfe sisteme [118; 381], componentii proteici fiind
determinati de sapte loci: Hrd A (=Hor 1), Hrd B (=Hor 2), Hrd C, Hrd D, Hrd E, Hrd F (=Hor
5) st Hrd G (=Hor 4), localizati in bratul scurt al cromozomului 5. Pentru locii Hrd A, Hrd B si1
Hrd F sunt descrise o serie de alele: 154 pentru Hrd A, 269 - Hrd B si 5 - Hrd F [484].

Conform Abbo S. si coaut. [31], hordeinele se impart in patru grupuri. Insusirile
biochimice si componenta aminioacidica a diferitelor tipuri diferd mult, inclusiv dupa numarul si
stabilitatea legaturilor disulfidice [381]. In procesul de extractie in dodecilsulfat de sodiu
hordeinele se separd in fractiile: A, B si C, cea din urma fiind alcatuita din componenti sdraci in
grupe sulfurice [131; 381]. Fractia C cuprinde polipeptide cu masa moleculara cuprinsd intre

67,000 si 86,000 Da, B-hordeinele intre 30,000 si 60,000 Da, iar A-hordeinele intre 13,000 si
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20,000 Da [380]. Faulks A. et al. [138] indica pentru fractia C o masa moleculara cuprinsa intre
50,0 kDa si 70,0 kDa. Fractia A contine 2,6% lizind si este solubild in alcool sau izopropanol
[119]. Se considera, ca fractiile B si C constituie majoritatea deplind, insumand cca 95% din
totalul de hordeine [135], iar fractia A reprezinta doar 1-2% [294]. Autorii constatd, ca aceastd
componentd nu ar prezenta hordeine adevarate. Comun pentru toate tipurile de hordeine este
continutul ridicat de prolina si glutamina si redus de lizina [348].

Analiza electroforeticd a hordeinelor extrase din semintele s. Galactic, s. Sonor si
s.Unirea a pus in evidentd polipeptide cu masa moleculara cuprinsa intre 26,000 si 72,000 Da,
cele mai multe fractii fiind distribuite intre 55,000 si 26,000 Da, ceea ce corespunde datelor
expuse 1n literaturd si pentru alte genotipuri de orz. Conform rezultatelor electroforezei, pentru
fiecare soi analizat a fost stabilit spectrul tipic al fractiilor proteice. 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). Compararea
spectrelor a constatat cele mai multe fractii la s. Unirea (15), un numar proxim a fost remarcat la
s. Galactic (14), in timp ce la s. Sonor au fost descrise doar 10 benzi polipeptidice. Infectia virala
asociatd sau separatd de razele gama au indus unele variatii cantitaive si calitative in spectrul
hordeinelor. La s. Galactic razele gama 1n doza de 100 Gy au indus doar diminuarea cantitativa a
componentilor proteici, in timp ce dozele de 150 Gy si 250 Gy au cauzat majorarea cantitatii
izoformelor descrise la martor. In spectrul extractului de hordeine cipatat la s. Galactic din

semintele plantelor infectate se remarcd aparitia unei benzi cu masa moleculard de 57,5 kDa

(Figura 6.3).
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Fig. 6.3. Electroforegrama si densitograma hordeinelor in cariopsele de orz ale soiurilor:
Galactic (A), Sonor (B), Unirea (C), conform variantelor: 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.

Iradierea s. Galactic in doza 150 Gy in asociere cu infectia virala, a condus la formarea
unei forme noi cu masa moleculard de 55 kDa. In spectrele hordeinelor extrase din semintele
plantelor lotului cu aplicarea razelor gama in doza de 250 Gy in complex cu infectia virald au
fost remarcate variatii doar cu caracter cantitativ.

O banda noua ce reprezintd o fractie cu Mr 62 kDa a fost estimata in loturile s. Sonor cu
influentd a infectiei virale separat sau in asociere cu razele gama in 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 6.3 B).
Inducerea unei benzi cu Mr 32 kDa a fost remarcata la s. Unirea 1n cazul infectiei virale, aplicarii
razelor gama in doza 150 Gy sau 250 Gy, precum si a razelor gama 150 Gy in complex cu

VMDO. Razele gama in doza 100 Gy in comun cu infectia virald au cauzat aparitia unei fractii
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69 kDa, iar iradierea separatd in doza 100 Gy a condus la aparitia unei forme noi cu masa
moleculard 58kD. Disparitia unor benzi ce corespund fractiilor cu Mr in diapazonul 32,4-37 kDa
a fost remarcata pentru loturile cu actiune a razele gama in doza de 100 Gy sau 150 Gy (Figura
6.3 C).

Inducerea unui polimorfism pronuntat al hordeinelor exprimat prin prezenta sau absenta
unor fractii proteice este descrisa la unii mutanti ai orzului. Sunt cunoscuti trei mutanti dupa
hordeina C, obtinuti in baza soiului Onecckuit 46: M 564, M 109 si M 88, ce contin un numar
variat de componenti [367]. La mutantii M 109 si M 5654 se constata disparitia a cate o banda
polipeptidica (cu masa moleculara 48,5 kDa si 57,5 kDa respectiv), iar la M88 aparitia unei
benzi noi. Conform [131] in extractele alcoolice ale hordeinei prin electroforeza in dodecilsulfat
de sodiu la diferite genotipuri de orz pot fi inregistrate in medie 10-17 polipeptide $i maximal
pana la 26 fractii polipeptidice.

In baza evaludrii hordeinelor la 228 soiuri de orz, ITomopues A. [486] remarci o
distributie neuniforma si o frecventd diferitd a locilor Hrd A, Hrd B si Hrd F dependente de
regiunea geografica de provenientd a materialului analizat, constatdnd o interlegatura cu factorii
climatici (temperatura, umiditatea).

Tipul hordeinelor se stabileste incd in perioada formarii bobului si a endospermului prin
expresia genelor codificatoare respective [348]. Hordeinele se sintetizeaza de cétre ribozomii
reticulului endoplasmatic, fiind retrograd transportate in reticulul endoplasmatic, unde are loc
plierea acestora cu implicarea mai multor fermenti [323]. Ulterior polipeptidele sunt depozitate
in lumenul vacuolar unde in urma agregarii se formeaza corpusculele prolaminice. Genele ce
determina sinteza hordeinelor se afld sub influenta multiplor factori endo- si exogeni [468]. Este
cunoscutd influenta regulatorilor de crestere, inclusiv a acidului abscizic, citochininelor asupra
expresarii genelor hordeinelor [228].

Spre deosebire de caracterele morfologice, marcherii proteici ce se mostenesc
codominant reflectd insusirile ambelor alele. Totodatd aceste proteine permit depistarea
restructurarilor cromozomale. Tipul polipeptidelor poate fi conditionat si de modificarile
posttranslationale realizate pe contul glicozilarii, metildrii, fosforilarii, proteolizei [466].

Diversitatea mare a hordeinelor conditioneazd informativitatea inaltd a acestora. Analiza
electroforetica a hordeinelor contribuie in cel mai direct mod la solutionarea multor probleme
aplicative, fiind utilizata in identificarea genotipurilor de orz. De exemplu, un interes deosebit
prezintd formele cu deficienta de lizind ce prezintd o calitate mai superioard a maltului [485]. Pe
modelul profilurilor polipeptidice a 13 genotipuri de orz este constatatd o corelatie negativa intre

prezenta unor fractii ale componentului B si calitatea maltului [131].
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Sunt cunoscuti loci ai hordeinei inlantuiti cu Ml-a ce controleaza rezistenta orzului la
fungi, ceea ce permite aplicarea analizei electroforetice a hordeinelor in identificarea formelor
homozigote dupa gena rezistentei, precum si in selectarea genotipurilor cu un complex de
caractere valoroase [466]. Conform Nevo E. si coaut. [319] polimorfismul hordeinelor poate fi
utilizat Tn evaluarea potentialului adaptiv al genotipurilor. Studiul prolaminelor a patru
subpopulatii spontane din cadrul speciei H. spontaneum Koch. a scos 1n evidentd relatii
corelative intre formele fenotipice si conditiile micro-geografice de crestere a lor.

Generalizand rezultatele obtinute constatdim inducerea unui polimorfism al hordeinelor
manifestat specific genotipului analizat si factorului aplicat. Cele mai variate profiluri
polipeptidice au fost descrise la s. Unirea, ce a prezentat atat aparitia de noi benzi, cat si
disparitia altora [14]. Variatia tipului de polipeptide ale hordeinei la plantele infectate cu virus
denotd posibila influentd a VMDO separat, precum si in asociere cu razele gama, asupra

materialului genetic prin inducerea restructurarilor sau modificarilor epigenetice.

6.2.2. Variabilitatea biotipicd a descendentilor orzului de primavara obtinuti in
conditii de infectie virala in baza polimorfismului proteinelor de rezerva

Conform profilurilor eletroforegramelor, la plantele martor ale s. Galactic, s. Sonor si
s.Unirea, similar rezultatelor anterioare, au fost identificate polipeptide cu masa moleculara intre
26,000 si 72,000 Da. 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 descendentilor plantelor infectate au variat calitativ si

cantitativ fata de martor (Figura 6.4).
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Fig. 6.4. Electroforegrama hordeinelor in cariopsele de orz la soiurile: A — Galactic (), Sonor (B),
Unirea (C): 1 — martor; descendentii variantelor: 2 — 100 Gy; 3 — 150 Gy; 4 — 250 Gy; 5 — virus;
6 — 100 Gy+virus; 7 — 150 Gy+virus; 8 — 250 Gy+virus.

Descendentii s. Unirea si s. Sonor iradiate cu raze gama in doza 150 Gy au pastrat
variatiile identificate in cariopsele plantelor crescute din seminte iradiate, iar in populatia
generatiei derivate de la plante infectate au aparut noi polipeptide. Astfel, in profilul
electroforetic al hordeinelor descendentilor VMDO se atesta izoforma cu masa moleculara 27,5
kDa. Polipeptidele cu masa moleculara 55 kDa si 57,5 kDa inregistrate doar in variantele cu
aplicare a infectiei virale Tn asociere cu razele gama s-au expresat si la descendentii acestor
genotipuri.

In spectrul hordeinelor s. Sonor la generatia variatei cu aplicare a razelor gama in doza
150 Gy a fost identificat un component nou cu masa moleculara 62 kDa, care s-a detectat la
formele parentale. Similar, la descendentii s. Unirea obtinuti de la plante infectate si iradiate cu
100 Gy s-a stabilit polipeptida 69 kD ce a lipsit de la variantele initiale [448].

Diferentele stabilite in baza analizei profilurilor electroforetice ale hordeinelor indica o
eterogenitate generatd de infectia virala separat sau In asociere cu razele gama. Aceste rezultate
pot fi explicate prin instabilitatea proceselor de diviziune celulard descrisa la plantele infectate si

repercusiunile structurale si functionale la descendentii acestora.
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6.2.3. Polimorfismul izofermentilor in populatiile orzului de primévara, obtinute in
conditii de infectie virala

In monitoring-ul diversitatii genetice a orzului, de rand cu hordeinele, se utilizeazi
izofermentii [479]. Este cunoscut, ca un rol important 1n asigurarea adaptabilitdtii este acordat
peroxidazelor [317]. De rand cu aceste enzime, esterazele dispun de eterogenitate determinata
genetic, ceea ce favorizeaza aplicabilitatea lor in asemenea studii [479].

In acest scop ne-am propus evaluarea polimorfismului peroxidazelor si esterazelor in
populatiile orzului de primavara obtinute in conditii de infectie virala [5]. Analiza electroforetica
a peroxidazelor extrase din frunzulitele s. Galactic, s. Sonor si s. Unirea a pus in evidentd
izoforme cu mobilitate cuprinsa intre 0,073 si 0,944. Conform rezultatelor electroforezei pentru
cele trei soiuri analizate au fost stabilite forme identice caracterizate cu o mobilitate minora
(0,073+0,363) si majora (0,773+0,94), iar pentru izoformele cu mobilitate medie s-au depistat

variatii atat Intre soiuri, cat si in cadrul diferitelor variante ale aceluiasi genotip (Figura 6.5).
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Fig. 6.5. Electroforegrama peroxidazelor in frunzulitele plantulelor de orz de primavara ale
soiurilor Galactic (A), Sonor (B) si Unirea (C) conform variantelor experimentale: 1 — martor,
2 —virus, 3 — 100, 4 — virus+100 Gy, 5 -150 Gy, 6 — virus+150 Gy.

Mai multe izoforme ale peroxidazei la varianta martor au fost atestate la plantulele soiului
Unirea (11 benzi), in timp ce la s. Galactic — 9, iar la s. Sonor — doar 8. Infectia virald separat
sau 1n asociere cu razele gama a indus variatii cantitative si calitative in spectrul peroxidazelor.
Modificari cantitative au fost atestate Indeosebi la nivelul izoformelor cu mobilitate majora.
Plantulele s. Galactic si s. Sonor obtinute din varianta cu VMDO au prezentat un numar mai
redus de izoforme. Conform profilurilor electroforetice, la descendentii s. Unirea derivati de la
plantele infectate se constatd sporirea polimorfismului peroxidazelor, precum si modificari

cantitative. Un polimorfism sporit al acestei enzime este Inregistrat si la variantele cu aplicare
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asupra plantelor recurente a razelor gama cu doza 100 Gy separat sau complementar infectiei
virale. Tendinte similare au fost atestate si in variantele cu utilizare a dozei 150 Gy cu sau
separat de VMDO.

Analiza electroforetica a polimorfismului esterazelor denota devieri mai expresive intre

variantele evaluate (Figura 6.6).
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Fig. 6.6. Electroforegrama esterazelor in frunzulitele plantulelor de orz de primévara ale soiurilor
Galactic (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.

In profilurile electroforetice ale esterazei la soiul Galactic martor au fost atestate doar
cinci benzi, in timp ce conditiile patologice au generat sporirea activitatii acestei enzime si
majorarea polimorfismului. Numarul de izoforme in cazul aplicarii infectiei virale in complex cu
razele gama 100 Gy a atins valoarea de 12. Totodatd se atestd aparitia de noi componenti cu
mobilitatea cuprinsa intre 0,456+0,712, s. Galactic prezentand cea mai majora diversitate.
Razele gama in doza 150 Gy separat sau complementate de infectia virala au cauzat modificéri
ce au indus reducerea activitdtii si polimorfismului esterazei. Trebuie de remarcat, ca in toate
variantele experimentale ale s. Galactic cea mai intensa activitatea a fost remarcatd pentru
izoforma cu mobilitatea 0,198. Date similare au fost atestate si pentru s. Sonor cu exceptia
variantei 100Gy. In cazul s. Unirea a variantei ,,Virus” componentul cu rf=0,198 nu a fost
identificat, iar cea mai inaltd activitate a fost remarcatd pentru izoforma 0,303.

Kahler A. si Allar R. [218] raporteaza 21 variatii ale esterazei in frunzulitele tinere de
orz, determinate de 7 loci, autorii descriind pentru prima datd izoformele Est 1, 2, Est 4 — 8.
Autorii Hvid S. si Nielsen G. [202] indicad 27 forme controlate de 10 loci, dintre care Est 3 si Est
10 specifice pentru embrioni si scutelum.

Conform [218] locilor Est 6, 7 si 8 prezinta stabilitate si sunt mai putin influentate de
diversi factori. In cercetirile noastre izoformele specifice acestor loci au fost remarcate doar in

variantele ,,Virus” si ,,100Gy+virus” a s. Galactic, ceea ce probabil este datorat specificitatii
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soiurilor analizate. Aceiasi sursd indica, cd pentru locusul Est 1 sunt identificate 2 alele cu
mobilitate si frecventa diferita: alela Est 1Ca codifica izoforma Est 1 cu o mobilitate mai mare si
o frecventa de 90,2+4,6%, in timp ce alela Est 1Pr prezintd o mobilitate mai redusa si frecventa
9,8+4,6%. De asemenea, doud alele cu diferitd mobilitate sunt raportate pentru esteraza 12
[479].

Conform [318] locile Est 1 — Est 2 sunt strans linkati si intre ei nu se realizeaza nici o
recombinare. La s. Unirea, martor, pentru care se disting ambele aceste izoforme, in variantele
experimentale se atesta doar componenta Est 2, ceea ce probabil confirma efectul recombinogen
al factorilor aplicati.

Izoforma Est 5 este distribuitd in regiunea mediand si se caracterizeaza prin coloratie
rosieticd [174]. In cercetirile noastre aceastd izoforma a prezentat o variabilitate sporita intre
variantele experimentale.

Din literatura de specialitate este cunoscutd localizarea locilor ce codifica esterazele pe
cromozomii de orz [127], precum si interrelatiile dintre anumite caractere biochimice si
morfologice. Astfel, se indica, ca locii Est 5 s1 Pgd 1 (fosfo-gluconatdehidrogenaza 6) se afld in
acelasi grup de linkage (6,5% recombinare), precum si cu caracterul morfologic fc (Fc —
continutul clorofilei in frunza flag) (Est 5 - Pgd 1 - fc). Alta grupa de /inkage este stabilita pe
bratul lung al cromozomului 7 determinata de fs-s-r-Est 9 [466].

Inlantuirea locilor esterazei cu caractere agronomice importante, precum si interrelatiile

enzime 1n screening-ul genotipurilor cu diferite caractere valoroase.

6.3. Impactul virusului mozaicului conopidei in inducerea variabilititii somaclonale
la plantele gazda

Regenerarea in vitro include nu doar initierea si proliferarea celulara, ci si cito- si
histodiferentierea urmate de formarea structurilor morfogene. Conform datelor mai multor
cercetatori capacitatea de regenerare este controlatd genetic, insumand interactiunea factorilor
genetici nucleari si citoplasmatici [389]. Factorii de baza ce induc variabilitatea somaclonala sunt
de naturd genetica si epigenetica, precum si conditiile, durata cultivarii explantului constituie
determinanti ai diversitatii, avand influentd semnificativa [346; 445; 473]. Orice inductor genetic
(aneuploidiile, poliploidiilee, rearanjamentele structurale ale ADN-ului) poate genera variante
somaclonale apte de a se transmite ereditar [305; 346]. Se considerd, ca variabilitatea genetica
poate fi generata de eterogenitatea explantului, componentii mediilor de cultura si lipsa

controlului genetic la nivel de organism integru.
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Regenerantii obtinuti prin culturi in vitro se pot deosebi de formele initiale printr-o serie
de caractere. Aceastd variabilitate, numitd somaclonald [250], este aptd sa atinga cele mai diverse
insusiri ale plantei (productivitatea, rezistenta sau toleranta fata de factori biotici sau abiotici ai
mediului), reprezentand astfel o sursa importanta de forme cu noi caractere.

Prin aplicarea culturii in vitro au fost obtinute forme de grau si sorg cu productivitate
sporitd [56; 285; 450], continut majorat de proteine [357] si ulei [337], precocitate si rezistenta
inalta la patogeni [56].

Un deosebit interes prezintd extinderea studiului asupra diverselor aspecte ale
patogenezei virale la nivel de culturi de tesuturi pentru sisteme cu strategii specifice de
interactiune precum virusul mozaicului conopidei. VMCo, utilizeaza revers-transriptaza pentru
replicarea genomului si asigurarea ciclurilor vitale [188]. Pentru VMCo este descrisa o omologie
cu domenile proteazice si polimerazice ale transcriptului 79 kDa ale retrovirusului
coriomeninghitei limfocitare, virusului hepatitei B [403], agenti ce influenteaza proliferarea
celulard, declansdnd tumorogeneza si care sunt capabili sd se integreze in genomul gazdei.
Activitatea revers-transcriptazei VMCo variaza in diferite sisteme genotip-gazda [366]. Astfel,
un nivel mai inalt a fost stabilit la formele cu o sensibilitate Tnalta (de ex. la sp. Brassica rapa),
prezentand o dependentd organospecifici. In conditii experimentale promotorul transcriptului

35S al VMCo este folosit cu succes in transgeneza unor secvente genice [341].

6.3.1. Calusogeneza si capacitatea regenerativa a explantelor de varza sub influenta
virusului mozaicului conopidei

Din cercetarile citomorfologice s-a stabilit, cda VMCo induce la plantele gazda un spectru
variat de modificari, inclusiv malformatii, terate, rarcori tumori nervuriene sau radiculare.
Deseori, in sistemele create intre VMCo si genotipurile cu sensibilitate 1naltd se remarca
formarea enatiilor, ca rezultat al declansarii proceselor proliferative in celulele deja diferentiate.

Pentru evaluarea impactului infectiei virale asupra proliferdrilor celulare am utilizat
cultura de tesuturi. Din literatura de specialitate este bine cunoscut caracterul eterogen al
reorganizirilor structurale induse de virusuri la nivel celular si tisular. In acest context, un interes
deosebit prezinta studierea calusogenei la plantele gazda pentru diferite sisteme citopatice, cu
evidentierea particularitatilor specifice tipului explantului (tesuturi cu diferit grad al
malformatiilor).

In scopul inducerii culturii de tesuturi au fost folosite explante de mezofil ale plantelor
gazda de varza alba (Brassica oleracea var. capitata ), conopida (B. oleracea var. botrytis).

Inifial au fost experimentate opt variante de adausuri de vitamine si hormoni la mediul
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Murashige Skoog (1962). Conform rezultatelor testului Anova, mediul nutritiv detine o putere de
influenta de 12,46%. Impactul infectiei virale asupra capacitatii de calusogeneza este major fata

de genotip si mediul de culturd [15].

Tabelul 6.5. Analiza variantei pentru capacitatea de calusogeneza la soiurile de varza

Sursa de Contributia in Suma Patratul
variatie sursea de patratelor GL mediu F P
variatie
Genotipul 9,43 0,048954 2 0,024471 2,97 0,1269
Virusul 31,91% 0,048961 1 0,048961 5,97 0,0506
Mediul 12,46% 0,315302 7 0,157651 19,13 0,0025

Mai optim pentru initierea si proliferarea calusala s-a dovedit a fi cel cu adaos de BAP
(0,5 mg/l), ANA (0,5 mg/l), chinetind (0,01 mg/l), sucrozd (2%), agar (0,7%). Pe mediul
respectiv, la a 7-9 zi dupa inoculare se observau initieri de calus. La 2-2,5 luni se efectuau
pasaje, iar in rezultatul a 4-5 pasaje se obtineau primii regeneranti (Figura 6.7).

Analiza calusogenezei pentru diferite sisteme citopatice (tesuturi ale mezofilului
nemodificate macrostructural, cu malformatii si asociate malformatiilor) a stabilit un grad
deosebit de proliferare celulard in conditii in vitro. Capacitatea de proliferare la cele trei
genotipuri de varza cu reactie de sensibilitate sistemica la infectarea cu VMCo a permis de a
constata reducerea frecventei calusogenezei de la 17 pana la 55% pentru explantele din tesuturi

macrostructural nemodificate ale genotipurilor infectate.
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Fig. 6.7. Capacitatea regenerativa si regeneranti de varza obtinuti din diferite sisteme citopatice a
s.Haricovscaia (A, B, C) si s. Podaroc (D, E, F): A, D — tesuturi nemodificate macrostructural,
B, C — tesuturi malformate, C, F — tesuturi adiacente malformatiilor.

Cel mai redus nivel al calusogenezei a fost stabilit pentru zonele invecinate

malformatiilor, calusogeneza fiind redusa cu 45 — 70% comparativ cu martorul sanatos (Tabelul
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6.6). Frecventa calusogenezei in tesuturile malformate la cele trei genotipuri analizate s-a

dovedit a fi aproximativ la nivelul valorii variantei martor sau chiar mai ridicata fata de martor

(cu 73%).

Tabelul 6.6. Influenta virusului mozaicului conopidei asupra capacitatii de calusogeneza a
diferitelor zone citopatice la unele soiuri de varza

Genotip B. oleracea var. B. oleracea var. capitata
Varianta botrytis
s. Haricovscaia s. Podaroc
Martor tesuturi sanatoase 55,6+6,6 62,5+5,7 46,3+7,7
tesuturi 25,33, 7%** 51,7+8,3* 30,1+1,9*
nemodificate
VMCo tesuturi malformate 51,449,1 71,4+6,8 80,0+£6,2%***
tesuturi invecinate 16,7+4,1%** 27,3+5,2%%* 25,443 2%**
malformatiilor

*; % xkx _ diferente semnificative pentru P < 0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Din datele privitor la aportul fiecarui din acesti trei factori: genotip-virus-explant asupra
capacitatii de calusogeneza se remarcd detinerea unui control dominant al explantului, celelalte

doua componente avand o putere de influentd practic similara (Tabelul 6.7).

Tabelul 6.7. Analiza variantei pentru capacitatea de calusogeneza la unele soiuri de
varza in dependentid de zona citopatica

Sursa de Contributia in

variatie sursa de Suma GL Patratul F P
variatie (%) patratelor mediu

Genotip 10,98 0,048954 2 0,024477 2,97 0,1269

Virus 10,98 0,048961 1 0,048961 5,97 0,0506

Explant 70,73 0,315302 2 0,157651 19,13 0,0025

Studiul proliferdrilor in 12 sisteme in vitro create in baza a 3 genotipuri la infectarea cu

VMCo a scos in evidenta:

- frecventa calusogenezei in tesuturile macrostructural nemodificate ale genotipurilor
infectate scade, cu un nivel de diminuare de la 17 pand la 55% in dependenta de genotip;

- capacitatea proliferativd In tesuturile Invecinate malformatiilor este foarte redusa,
calusogeneza, atingdnd in unele cazi practic cota zero;

- rata de inducere a calusului in tesuturile malformate este aproximativ la nivelul valorii
variantei martor sau chiar mai ridicata. Aceste sisteme citopatice au prezentat o ratd majora si a

regenerarii.
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Tinand cont de contributia tipului de explant asupra capacitatii regenerative n evaluarea
influentei VMCo au fost utilizate doar tesuturi malformate ce au prezentat un nivel mai inalt

proliferativ la soiuri cu un diferit grad de expresie a procesului de patogeneza (Tabelul 6.8).

Tabelul 6.8. Frecventa calusogenezei si regenerarii in vitro 1a unele soiuri de varza infectate
cu virusul mozaicului conopidei

Genotip Varianta Frecventa calusogenezei Frecventa regenerarii
experimentala

s. Haricovscaia Martor 56,55+ 6,27 64,17+£5,20
VMCo 46,514£3,57* 28,97+4,18%*

s. Moldavanca Martor 45,21+4,46 65,48+13,52
VMCo 29,72+3,19%* 55,56+9,62

s. Tuniscaia Martor 91,03+4,07 53,26+9,19
VMCo 70,38+£2,18%** 25,18+17,59

s. Slava Martor 84,73+5,17 35,18+13,17
VMCo 54,6949,28%* 36,67+20,21

s. Podaroc Martor 78,26+5,68 23,74+7,26
VMCo 15,28+6,05%** 33,33+6,23

s. Conopida Martor 49,47+6,37 44,44+13,88
VMCo 22,011,971 %** 35,00+8,88

*; A% xax _ diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001, respectiv.

Analiza capacitatii de calusare la genotipurile analizate a permis de a constata, ca infectia
virala contribuie la reducerea frecventei calusogenezei in medie cu 41% fata de martor. Cea mai
puternica influentd represivd a infectiei virale a fost stabilitd pentru s. Podaroc (frecventa
calusogenezei a fost micsoratd cu 80%, P<0,001). Un impact mai lejer, dar statistic confirmat, a
fost remarcat pentru s. Haricovscaia (frecventa calusogenezei a fost redusa cu 18%, P<0,05).
Este important de mentionat, ca doar pentru soiul dat a fost stabilita reducerea semnificativa a
frecventei regenerarii, care a fost micsorata cu 55% (P<0,01). Pentru s. Podaroc a fost constatata
o tendinta de crestere a capacitatii regenerative a calusurilor derivate de la plantele infectate,
comparativ cu martorul.

Aplicarea testului ANOVA a permis de a evalua contributia procentuald a genotipului
gazdei si a infectiei virale asupra capacitatii de calusogeneza sau regenerare (Tabelul 6.9).

Cercetarile efectuate 1n baza fitopatosistemelor genotipurilor cu grad diferit de
sensibilitate au pus in evidentd influenta prioritara a genotipului gazdei (peste 50%). S-a
constatat, ca infectia virald reprezintd o sursd de variatie mai puternica pentru calusogeneza,
detinand o putere de influentd de 35% comparativ cu 18% pentru regenerare. Variatia
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calusogenezei si a regenerdrii In dependentd de genotip este practic la acelasi nivel, variind in

jurul valorii de 50%.

Tabelul 6.9. Analiza variantei pentru capacitatea de calusogeneza si regenerare la unele
soiuri de varza

Sursa de | Contributia in Grad de Suma Testul
variatie sursa de libertate patratelor S? F P
variatie (%)
Varianta frecventei calusogenezei
Virus 35,91 1 23143 23143 13,14 0,0151
Genotip 50,42 5 3249,13 649,82 3,69 0,0891
Efect 5 880,62 176,12
rezidual
Total 11 6444,04
Varianta frecventei regenerarii
Virus 18,21 1 426,82 426,81 2,93 0,1475
Genotip 50,73 5 1188,82 237,76 1,63 0,3017
Efect 5 727,95 1445,57
rezidual
Total 11 2343,49

Prin aplicarea analizei variantei, n studiul dat a fost confirmat impactul infectiei virale
produs de VMCo asupra variabilitatii somaclonale; puterea de influentd a agentului patogen fiind
specifica genotipului.

Dupa excizare si inoculare pe medii nutritive de cultura explantul pierde relatiile
ergastice, morfologice, dar nu si cele genetice. Noile conditii induc semnale care directioneaza
dezvoltarea de mai departe in conditii in vitro (calusogeneza, organogeneza, moarte celulard)
asigurate de programe genetice strict coordonate si consecutive, fiind dependente de efectul
combinat a mai multor factori. In cazul infectarii plantelor cu virusuri, intre genomurile acestora
pe parcursul patogenezei se stabilesc interrelatii In dependentd de tipul reactiei gazdei fatd de
acest patogen (susceptibilitate, tolerantd sau rezistentd). Patrunderea particulelor virale si
declansarea procesului patologic conditioneazd semnale inductoare ale reactiilor de raspuns ce au
la bazd procese biochimice, care in cazul infectiilor proliferative cuprind cele mai diverse
aspecte fiziologice si biochimice [83]. In celule diferentiate, specializate, precum cele ale
sesuturilor mezofilului, in urma factorilor de semnalare, metabolismul celular este redirectionat
si indusd dediferentierea. Realizarea acestor evenimente este asiguratd de programe genetice

strict coordonate si consecutive, dependente de efectul combinat al mai multi factori.
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6.3.2. Evaluarea diversitatii induse de virusul mozaicului conopidei la varza prin analize
electroforetice

Pornind de la realizarile biochimiei si geneticii moleculare, aprecierea variabilitatii
genetice a formelor se poate realiza eficient cu ajutorul marcherilor proteici. Datele din literatura
privitor la eficacitatea folosirii spectrelor izoenzimatice ca markeri biochimici, indicd valoarea
marcherilor proteici in aprecierea variabilitatii la cele mai diverse culturi [174]. Jlerkobut M.,
XaneeBa H. [474] au stabilit pentru peroxidaze o inalta specificitate organica si tisulara la genul
Stachys.

Este cunoscut, ca in calitate de marcheri proteici pot fi folosite proteinele genetic
polimorfe. Peroxidaza este un ferment polifunctional cu un inalt grad de polimorfism [467].
Numarul izoformelor poate varia de la 3-10 pana la cateva zeci. Peroxidaza indeplineste un
spectru vast de functii, participand in procesele de oxidare, lignificare a membranelor celulare,
procesul fotosintetic, respirator, de reglare a proceselor de crestere, realizarea carora necesitd o
cantitate esentiald de energie, principala fiind detoxifierea celulelor. Conform mai multor relatari
in diverse conditii, inclusiv patologice, peroxidaza poate varia cantitativ si calitativ [443; 467].
I'packoBa WM. si coaut. [457] remarca intensificarea activitatii peroxidazei in celulele de cartof
infectate cu fungi in dependenta de reactia gazdei fata de patogen, astfel incat la soiul rezistent
activitatea fermentului creste mai semnificativ comparativ cu cel sensibil. Aceastd constatare se
referd atit pentru peroxidaza citoplasmatica, cat si pentru la cea membranara. Rezultate similare
au fost constatate la plantele de B. oleracea var.capitata rezistente la Xanthomonas campestris
care prezintd o activitate sporitd a peroxidazei la formele susceptibile [150]. De asemenea au fost
remarcate si deosebiri calitative, specifice formelor rezistente exprimate prin caracterul anionic
al isoenzimelor [212].

Rezultatele analizei electroforetice ale peroxidazei reflectd un polimorfism sporit al
enzimei date in tesutul vegetativ al plantelor de varza reprezentat la variantele martor prin 6 - 9
zone cu diferitd mobilitate electroforetica (Figura 6.8). In tesutul plantelor martor s-au atestat 1-
2 izoforme cu mobilitate redusd, 3-4 medie si 2-4 mare, numdrul de componente variind in
dependentd de genotip. Cel mai major numar de izoenzime a fost remarcat pentru calusul
regenerativ de conopida.

[zoformele cu mobilitate mica depistate la martor au fost identificate si in tesutul calusal
al plantelor infectate cu VMCo. Variatia tipului de izoperoxidaze s-a stabilit Tn special pentru
formele cu mobilitate medie si mare. Unele din izoforme (rf 0,176-0,190) au fost descrise numai
la variantele cu utilizare a infectiei virale. Totodatd, n calusul regenerativ al ambelor soiuri de

varza albd infectate cu VMCo s-a remarcat absenta izoperoxidazelor cu mobilitate medie (rf
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0,595-0,640). In tesul calusal derivat din zonele invecinate malformatiilor a fost atestat cel mai
inalt numar de izoenzime, dar si o intensitate majora a benzilor, dovedind o activitate mai sporita
a peroxidazelor. Astfel, electroforegramele denotd deosebiri calitative, precum si cantitative
pentru calusurile derivate din diferite tipuri de explante si care detin un potential regenerativ

variat.
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Fig. 6.8. Spectrul peroxidazelor in explantele de diferita origine ale soiurilor de varza:
Haricovscaia (1, 2, 3), Podaroc (4, 5, 6) si conopida (7, 8, 9): 1, 4, 7 — martor, 2, 5, 8 — calus
regenerativ din tesuturi malformate si 3, 6, 9 — adiacente malformatiilor.

XaBkuH 3., 3a6poamna M. [488] remarcd modificari cantitative si calitative in spectrul
peroxidazelor si esterazelor la regenerantii de porumb obtinuti prin culturi in vitro comparativ cu
formele initiale, exprimate prin aparitia in frunze a unor benzi noi ale izoperoxidazei specifice
radacinilor, precum si la esteraza, insotite de majorarea activitdtii ambilor fermenti. De
asemenea, este stabilitd mostenirea remanierilor izoformelor peroxidazice pe parcursul a doua
generatii consolidate prin autopolenizare.

Se considera, ca intensificarea activitatii fermentului poate fi rezultatul activarii
fermentului in celuld, precum si sintezei de novo a unei noi cantitdti de enzima [218]. Majorarea
numarului de izoforme cu aceeasi mobilitate dupd Xaskun 3., 3a0poauna M. [488] poate fi
explicata drept rezultat al unor restructurari cromozomale, mutatii ce deriva din instabilitatile

procesului de mitoza in celulele calusale si care pot fi transmise generatiilor urmatoare.
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6.3.3. Variabilitatea parametrilor morfometrici ai somaclonelor de varza obtinute
din explante infectare cu virusul mozaicului conopidei

In cercetare au fost inclusi regenerantii obtinuti de la s. Haricovscaia, s. Amagher,
s.Moldavanca, s. Zavadovscaia care au supravietuit la adaptarea ex vitro in substrat sol.
Somaclonele capatate au fost testate cu privire la prezenta germenilor virali prin metoda
imunosorbentd (ELISA) si contrastarii negative. Reactia fatd de VMCo a fost studiatd pentru
regenerantii obfinuti atat de la plantele martor, cat si de la cele infectate. Este important de
mentionat, ca unii regeneranti purtau simptome ale virozei exprimate nu doar prin pete mozaice,
dar si prin deformatii ale limbului. Prezenta virionilor virali la regenerantii mentionati a fost
confirmatd prin procedeul contrastirii negative. Cota somaclonelor infectate cu simptome
externe a constituit 13,3%, iar germenii virali au fost recunoscuti la 30% din regeneranti.

Pentru aprecierea varialibitatii somaclonale au fost evaluati parametrii morfologici ai
regenerantilor in baza dimensiunilor frunzei (latimea, lungimea, precum si coraportul acestor
doi indici), numarul de frunzulite, lungimea radacinii, tulpinii, continutul de substante uscate

(Figurile 6.9 — 6.11).
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Fig. 6.9. Distribuirea frunzulitelor s. Haricovscaia dupa litime si lungime la regenerantii martor si
cei derivati din explante infectate cu virus (Col 1, 10 — martor, Col 5, 12 — virus; Col 1, 5 — latimea,
Col 10, 12 — lungimea unei frunzulite).
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martor, 2 — virus.

Variatia valorilor indicilor morfologici a regenerantilor au avut aceeasi tendintd la ambele

variante. Intre variatia parametrilor frunzei, lungimii rddacinii somaclonelor variantei martor si

celei experimentale se atesta o similitudine. Deosebiri esentiale au fost atestate dupa coraportul

latime/lungime a frunzulitelor. Cu toate, ca cultura in vitro genereaza o variabilitate extinsa in

ambele variante experimentale, intre valorile medii nu au fost constatate deosebiri statistic

confirmate (Tabelul 6.10).

Tabelul 6.10. Valoarea unor caractere morfologice la regenerantii de varza obtinuti

prin culturi in vitro

Indici s. Amagher s. Moldavanca s. Haricovscaia

morfologici Martor Experienta Martor Experienta Martor Experienta
Lungimea 37,73£2,04 | 29,91+2,23 | 38,36+2,02 | 30,36+2,09 | 37,54+2,08 | 32,09+2,03
frunzulitei
(mm)
Latimea 29,64+1,77 | 24,45+1,59 | 29,82+1,59 | 24,09+1,55 | 28,81+1,63 | 24,82+1,45
frunzulitei
(mm)
Coraportul 0,78+0,02 0,83+0,01 0,78+0.02 0,80+0,24 0,77+0,03 0,78+0,02
latime/lungime
Frunzulite per | 4,09+0,25 4,18+0,23 | 4,27+0,195 | 4,45+0,25 4,36+0,27 | 4,819+0,33
regenerant
(numar)
Lungimea 14,32+1,16 13,811,39 14,77+¢1,15 | 13,82+1,40 | 14,65+1,14 | 14,03%1,40
radécinii
principale (mm)
Lungimea 1,93+0,14 2,67+0,19 1,98+0,13 2,64+0,19 1,98+0,15 2,65+0,19
tulpinitei (mm) oAk oAk oAk
Continutul 12,02+0,81 | 13,93+1,77 | 11,99+0,76 | 14,10+2,24 12,26+0,47 | 13,97+1,84
substantelor
uscate

*** - diferente semnificative pentru P < 0,001.
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Din 6 caractere analizate doar pentru lungimea tulpinitei au fost relevate deosebiri
statistice. Astfel, plantulele regenerate din tesut infectat detineau o tulpina cu 45,59% mai lunga
fata de cele derivate din tesut sanatos.

Variabilitatea caracterelor studiate a fost specifica, avand primordial un determinism

genotipic (Tabelul 6.11).

Tabelul 6.11. Coeficientul de variatie a unor caractere cantitative la regenerantii de varza
obtinuti din histopatosisteme ale mezofilului

Indici morfologici s. Amagher s. Moldavanca s. Haricovscaia
Martor | Experienta Martor Experienta | Martor | Experienta

Lungimea 45,818 54,891 44,654 48,254 47,673 45,291

frunzulitei (mm)

Latimea frunzulitei | 34,655 27,873 27,764 26,491 29,164 23,163

(mm)

Coraportul 0,006 0,004 0,005 0,006 0,012 0,006

latime/lungime

Frunzulite per | 0,691 0,564 0,418 0,673 0,855 1,163

regenerant

Lungimea radacinii | 14,914 21,41 14,560 21,655 14,301 21,446

principale

Lungimea 0,224 0,428 0,181 0,403 0,234 0,423

tulpinitei

Continutul 0,661 3,12 0,586 5,038 0,221 3,291

substantelor uscate

Desi variabilitatea in cadrul variantei a fost pronuntatd, abaterile individuale cauzate de
VMCo au avut pentru anumite caractere suport statistic, puterea de influentd a parametrului

constituind cca 50% (Tabelul 6.12).

Tabelul 6.12. Analiza variantei pentru unele caractere morfologice studiate la regenerantii
de varza alba obtinuti prin tehnici in vitro

Sursa de Contributia in Grad de Suma Testul
variatie sursa de libertate patratelor S? F P
variatie (%)
Virus 2,59 626,45 1 626,452 11,66 0,0008
Genotip 6,07 1468,27 2 146,827 2,73 0,0000
Indice 46,16 11156,2 6 146,827 2,73 0,0036
morfologic
Efecte 11018,3 205 53,748
reziduale
Total 24169,5 219
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Un alt caracter pentru care au fost inregistrate devieri statistice semnificative este
continutul de substante uscate. Astfel, daca la martor continutul de substante uscate a constituit
12,0-12,3%, la regenerantii plantelor infectate a atins 13,9-14,1%. Conform distributiei
coeficientului de variatie se remarca modificari semnificative, fiind atestati indivizi cu un
continut de substante uscate de peste 17-18% mai sporit decat cele mai superioare valori.

Aceste rezultate au fundamentat reperele procedeului de sporire a variabilitatii
somaclonale la varza [6]. Conform inventiei propuse, infectia virala eficientizeaza cultura in
vitro a tesuturilor in vederea sporirii variatiilor somaclonale pentru acelasi genotip si tip de
explant. Astfel, regenerarea plantulelor de varza din explantele de tesut mezofilian al plantelor
infectate cu VMCo asigura obtinerea formelor cu caractere valoroase deosebite de genotipului

initial.

Concluzii la Capitolul 6

1. Plantele de tomate si orz infectate cu virusuri si descendentii obtinuti din conditii
patologice prezintd modificari Tn manifestarea unor caractere cantitative si calitative, cu expresie
specifica fiecarei combinatii gazda-patogen.

2. Analiza variatiei caracterelor valoroase la plantele de tomate infectate cu VAT a scos in
evidentd devieri semnificative de la martor pentru falia plantei, lastari laterali roditori,
ciorchine cu fructe per planta, fructe per ciorchina si planta, masa unui fruct, seminte per fruct,
parametrii biochimici ai fructelor, fiind stabilite particularitdtile specifice fiecarui genotip.

3. In rezultatul cercetarii influentei VMDO asupra manifestirii caracterelor cantitative
(talia plantei, lungimea spicului principal, lungimea ultimului internod, numarul de boabe per
spic, numarul fratilor fertili per planta si numarul internodurilor) s-a constatat variatia
semnificativd a coeficientilor de variatie a caracterelor studiate la plantele supuse actiunii
infectiei virale.

4. VAT st VMDO au modificat variabilitatea caracterelor cantitative la descendentii
plantelor infectate, iIn comparatie cu martorul, influentdnd amplitudinea acesteia in dependenta
de genotip, generatie si indicele biomorfologic. Virusurile analizate reprezintd pentru plantele
gazda o sursa semnificativa de variatie, puterea de influenta a carora depinde de particularitatile
genotipului. Acest fapt relevad posibilitatea utilizarii infectiei virale in calitate de inductor al
diversitatii si variabilitafii genotipice la plante.

5. In baza evaluirii spectrelor electroforetice ale proteinelor de rezerva au fost apreciate
profilurile hordeinelor tipice fiecarui soi de orz analizat si evidentiate devieri cantitative si

calitative ale fractiilor polipeptidice specifice fiecarei variante experimentale. Diferentele
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calitative, confirmate prin analizele densitogramelor si identificate in spectrele electroforetice ale
hordeinelor confirma inducerea de catre VMDO separat sau in asociere cu razele gama a unui
polimorfism biotipic Tn dependenta de specificul genotipului.

6. Variatiile calitative constatate n spectrele electroforetice ale peroxidazelor si esterazelor
confirmd generarea de catre VMDO a unui polimorfism al izoenzimelor implicate in asigurarea
adaptabilitatii genotipurilor, ceea ce indica posibilitatea obtinerii de forme cu noi combinatii de
insusiri.
de varza alba (Iuniscaia, Podaroc, Harcovscaia, Moldavanca, Amager, Zavadovscaia, Slava) si
conopida a stabilit, cd contributia infectiei virale asupra modificarii frecventei calusogenezei
constituie cca 35% si cca 18% — asupra capacitatii regenerative. Tipul explantului reprezinta o
sursd majord pentru variatia calusogenezei cu o contributie de 70%.

8. Aprecierea variabilitatii somaclonale in baza unor indici morfologici (dimensiunile
frunzei — latimea, lungimea, raportul latime/lungime a frunzei, numarul de frunzulite, lungimea
radacinii, tulpinii) a pus 1n evidentd deosebiri statistice doar pentru lungimea tulpinii, precum si
a continutului de substante uscate. Analiza variantei a demonstrat puterea de influenta
primordiald pentru caracter la nivel de 60%.

9. Rezultatele experimentale, confirmate in baza analizei variantei, denotd impactul
infectiei virale asupra proliferarii celulare in conditii in vitro modulat de tipul explantului si

genotipul gazdei.
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Pentru intelegerea mecanismelor moleculare de interactiune a virusurilor cu plantele
gazda este importantd cunoasterea reorganizdrilor spatio-temporale. Identificarea localizarii
particulelor virale la nivel subcelular permite descrierea strategiilor necesare care duc la
stabilirea infectiilor productive. Specificitatea reactiei plantei este determinatd de constituentii
necesari pentru replicarea si distribuirea virionilor prin cooperare cu factorii defensivi ai plantei
gazda.

In dependenti de reactia fata de virusuri, plantele pot prezenta rezistentd sau sensibilitate
(tolerantd, susceptibilitate). Dupa patrunderea in celulele vegetale ale sistemelor sensibile
virusurile se deplaseaza de la celuld la celuld prin plasmodesme ca complexe ribonucleoproteice
virale (VRNP). Proteinele codate de virus, cum ar fi replicaza (Rep), proteina de invelis (PI, coat
protein) si proteina de deplasare (PD, movement protein) sunt traduse in celula gazda si
functioneaza Tn mod cooperant in procesele de translatie, replicare, incapsidare si propagare a
virusului, fiind suplimentate de modificari ale metabolismului celular. Orice infectie virala este
complementatd de reactii nespecifice si specifice, acestea din urma dovedind polivalenta
procesului si necesitatea studiului individualizat.

Cercetarile noastre au inclus patosisteme create in baza virusurilor ARNmc (+), ADN dc
st speciile gazda. Din grupul patogenilor ARNmc fac parte VMT, VAT, VXC, precum si VMDO
cu genom tripartit, iar a virusurilor ADN dc — VMCo, agenti cu strategii de replicare diferita.
Este cunoscut, cd replicarea virusurilor ARNmc (+) se realizeazd in citosol si include (i)
deproteinizarea si expunerea acidului nucleic proceselor de replicare; (i1) traducerea ARN viral,
in timp ce acidul nucleic serveste ca ARN de mesaj pentru sinteza proteinelor structurale si non-
structurale. Acest proces este in continuare impartit in translatia timpurie a proteinelor necesare
pentru replicare (de ex. RdRp) si translatia secundara sau tarzie a proteinelor cu alte functii (de
ex. proteina de invelis). Replicarea genomului (iii) care produce molecule de ARN ale
genomului viral are loc in doud etape, ambele catalizate de RdRp: (1) sinteza unei molecule
complete (negative) complementare a ARN genomic (pozitiv) utilizat ca matritd; (2) sinteza
ARN genomic si ARN-lor subgenomice, folosind ARN negativ. La etapa finald (iv)
descendentele genomice sunt incapsulate (Figura 7.1). Site-uri pentru replicarea unor asemenea
virusuri sunt citosolul, dar si unele organite celulare, precum mitocondriile, cloroplastele,
formatiunile membranare. Incluziunile citoplasmatice sunt invocate, de asemenea, ca locatie

pentru replicarea ARN-ului viral [402].
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Fig. 7.1. Schema replicarii ARN-ului viral de tip (+) (originala).

Unele virusuri, inclusiv VMCo, pentru replicarea lor depind de proteinele nucleare ale

gazdei. Sunt descrise diverse complexe proteice, cum ar fi Vpr, integraza, care contin semnalul
de localizare nucleard (NLS) in genomul virusurilor ce le asigurd penetrarea in interiorul
nucleelor. Aceste NLS interactioneaza cu receptorii de transport nuclear si permit transportarea
proteinele virale prin complexul poral. Nucleoproteina virald contine NLS1, NLS2 si NLS3, care

ajuta la legarea VRNP la importinele celulare si tranzitarea prin pori in interiorul nucleului [158].

Spre deosebire de virusurile ARN componente, ciclul replicativ al VMCo (virus ADNdc)

demareaza cu etapa nucleard, in timpul careia ADN viral este transcris de citre ARN-polimeraza

I ADN dependenta a gazdei cu formarea a 2 transcripti (19S si 35S). Cea de-a 1I etapa se
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produce 1n citoplasma si rezultd in translarea ARN 19S cu sinteza proteinei 62kDa, in timp ce
molecula 35S este transcrisd de ADN-polimeraza dependentd de ARN (revers-transcriptazd) cu
formarea de ADN-uri virale.

Desi virusurile ADN si ARN interactioneaza diferit cu structurile nucleare, ambele tipuri
de agenti induc modificdri ce stabilesc controlul asupra transcriptiei celulare si favorizarii
transcriptiei genomului propriu fatd de cel al gazdei.

Efectele nucleopatice de pozitie, remarcate de noi in celulele calusale ale diferitelor soiuri
de varza infectate cu VMCo s-au exprimat prin reconformari ale cromatinei, in deosebi ale celei
perimembranare. Conform constatarilor strabilite, volumul relativ al heterocromatinei distribuite
atasat membranei nucleare a sporit cu 37,5 — 56 % in sistemele citopatice in dependenta de soi.
Este cunoscut, ca sporirea zonelor de heterocromatina este o reflectare a diminuarii proceselor de
transcriptie si, in ansamblu, a activitatii nucleului. Se considera cd schimbarile conformationale
ale cromatinei deriva din gradul de metilare a ADN-ului si sunt urmate de modificari ale
activitatii lor transcriptionale [73]. Restructurdrile constatate in gradul de compactizare al
cromatinei in sistemele varza-VMCo au fost asociate cu un nivel proliferativ diferentiat,
dependent prioritar de tipul explantului. Analiza calusogenezei pentru sisteme citopatice cu
diferit grad de modificari macrostructurale (tesuturi mezofiliane nemodificate, cu malformatii si
invecinate malformatiilor) a stabilit un nivel deosebit de proliferare celulara in conditii in vitro.
Genotipurile de varza cu sensibilitate sistemicd la infectarea cu VMCo au prezentat o capacitate
proliferativa pentru tesuturile macrostructural nemodificate cu o frecventa mai redusa (de la 17
pand la 55% fata de tesuturile sandtoase si cu 45 — 70% pentru tesuturile zonelor adiacente
malformatiilor), in timp ce frecventa calusogenezei in tesuturile malformate s-a dovedit a fi
aproximativ la nivelul valorii variantei martor. Aceasta eterogenitate tisulard ne permite sa
concluzionam despre o susceptibilitate diferentiata la nivel de celuld, confirmata si prin analizele
ultrastructurale ale celulelor tesuturilor mezofilului, endoteciului si ale stratului tapetal la tomate
st orz. Drept argument pentru fundamentarea deductiei date servesc inregistrarilor cu privire la
localizarea specificd a particulelor virale si incluziunilor induse in unele celule si absenta
acestora in altele in cadrul aceluiasi tesut.

In sistemele citopatice provocate de virusurile ARN si ADN a fost stabiliti o
eterogenitate a gradului de expresie a modificarilor la nivelul organitelor celulare. Gradul de
reorganizare a fost mai accentuat la genotipurile cu susceptibilitate comparativ cu varietatile
spontane, avand un spectru similar al restructurdrilor (Tabelul 7.1). Genotipurile tolerante s-au
distins prin sporirea numarului de peroxizomi, mentinerea integritdtii organitelor sistemului

energetic (mitocondriilor si plastidelor), dar si detinerea unui numar mai major de microspori cu

198



structurd normalda. Majorarea numadrului de peroxizomi, organite legate de procesele de P
oxidare a acizilor grasi si metabolismul SRO, este o reactie nespecifica a plantelor ca raspuns la
factorii de stres, eveniment care se produce ca urmare a formarii de noi organite de la reticulul

ndoplasmatic, sau prin divizarea organitelor preexistente [ 158].

Tabelul 7.1. Reorganizari intracelulare induse de infectiile virale in dependenta de
specificul tisular al sistemului gazda-patogen

Sistem gazda-patogen Nivel Reorganiziri intracelulare
tisular/celular

e Condensarea cromatinei in special in zona

Tomate / VAT, VMT, VXC | Mezofil perimembranara, extinderea spatiului
intermembranar nuclear, compactizarea

Orz/ VMDO nucleolilor.

e Fragmentarea, vacuolizarea reticulului
Varza / VMCo endoplasmatic.

e Distructii ale cisternelor aparatului Golgi.
e Reducerea cristelor mitocondriale;

Tomate / VAT, VMT, VXC | Endoteciu vacuolizarea, fuzionarea mitocondriilor.
o Aglutinarea tilacoizilor, fragmentarea
Orz/ VMDO membranelor plastidiene, vacuolizarea
Tapetum plastidelor.
_ _ Formarea puntilor citoplasmatice.
Microspori e Sporirea numarului de peroxizomi.

In conditiile patogenezei virale morfologia mitocondriilor este mentinuti de o serie de
evenimente interconectate si anume vacuolizarea, fuziunea, dezintegrarea structurald. Fuziunea
mitocondriala sustine schimbul metabolitilor matricei si ADN-ului mitocondrial intact, in timp
ce dezintegrarea ajuta la trierea mitocondriilor afectate, care sunt supuse ulterior procesului de
fagie. Se considera, ca fuziunea mitocondriala urmata de mitofagie se stabileste pentru a preveni
apoptoza si a facilita astfel infectia productiva. Toate aceste evenimentele dinamice sunt generate
pentru a asigura procesele concurentionale dintre replicarea genomului viral, sinteza si
glicolizarea proteinelor virale cu biosinteza compusilor celulari ai celulei gazde. Implicarea
mitocondriilor in supravietuirea virusurilor este destul de relevantd pentru necesitatea asigurarii
cu energie si favorizarea ciclurilor lor de reproducere. Totodata, mitocondriile sunt principala
sursd de SRO, iar echilibrul intre producerea si descompunerea SRO este crucial pentru
functionarea optima a celulelor [171].

Modificarile structurale descrise in patosistemele create dintre tomate si VMT, VXC sau
VAT, orz-VMDO, varza-VMCo au prezentat trasaturi similare, fiind remarcate deosebiri in

gradul de expresie. Organitele sistemului energetic, mitocondriile si plastidele, au expus reliefari
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mai puternice la soiul susceptibil Elvira, comparativ cu specia S. pimpinellifolium sau varietatea
S. racemigerum. In cazul infectirii cu VAT, virionii erau vizualizati in apropierea sau chiar in
matricea plastidelor. Prezenta virusurilor in interiorul organitelor este o dovada a utilizarii
membranelor tilacoidale in replicarea genomului viral si asamblarea particulelor virale.
Complementar particulelor virale in celulele infectate, cu o frecventd mai majord in tesutul
tapetal si endoteciu erau vizualizate structuri, precum agregatele cristaloide specifice VAT,
incluziuni concentrice membranare, Pinwheels, caracteristice VXC, formatiuni membranare
(Figura 7.2). Pentru formarea acestor formatiuni virusurile modifica metabolismul in primul rand
al acizilor grasi, induc rearanjarea componentelor membranelor si, de asemenea, invoca

constituentii celulari pentru sinteza enzimelor esentiale necesare pentru replicarea lor.

Incluziuni virale Structuri Structuri Incluziuni Viroplasme
cristaloide Pinwheels citoplasmatice : intranucleare

Fig. 7.2. Structuri specifice induse de infectiile virale in sistemele virus-gazda.

Vacuolizarea reticulului endoplasmatic ajutd virusurile sd formeze compartimente de
protectie. De asemenea, incluziunile citoplasmatice, inclusiv viroplasmele, concentreaza
proteinele virale si ale gazdei necesare pentru replicarea genomului viral, dar si protejeazd
genomul viral de nucleazele celulare [158].

Dezvoltarea simptomelor 1n sistemele compatibile plantd-virus este legatd de stabilirea
stresului oxidativ. SRO, in special peroxidul de hidrogen, au efecte duale, provocand

restructurari ale organitelor, necrotizarea celulelor ce duc la izolarea agentului patogen (i) si
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semnale de inducere a antioxidantilor cu activarea genelor asociate cu patogeneza (ii) [180].
Riedle-Bauer M. [352] a descris, ca acumularea SRO, precum si echilibrul dintre cresterea
stresului oxidativ si nivelurile antioxidante pot juca un rol important in dezvoltarea simptomelor
in plantele sistemic infectate. Conform altor studii este sugerat, cd la o interactiune compatibila,
inducerea timpurie a enzimelor antioxidante poate interfera cu semnalizarea SRO implicate in
reactiile de aparare a gazdei [52]. Cu toate acestea, raspunsul enzimelor antioxidante in
asemenea sisteme este foarte variat, motiv pentru care poate fi atestatd atat cresterea, cat si
atenuarea reactiilor antioxidante [97; 181; 258]. Atat majorarea, cét si scaderea stresului oxidativ
sunt utilizate ca strategii de supravietuire de catre virusuri [158].

Infectiile provocate de VAT si VMT la genotipurile sensibile de tomate au contribuit la
amplificarea fluctuatilor activitatii peroxidazei si polifenoloxidazei la plantele virozate si
descendentii acestora, cu o intensitate dependentd de genotip. Utilizarea in studiu a genotipurilor
cu diferitd reactie (susceptibilitate si tolerantd) a permis scoaterea in evidentd majorarea
activitatii antioxidante in conditii de patogeneza la genotipurile cu toleranta (S.pimpinellifolium),
in timp ce la soiurile susceptibile activitatea peroxidazei a fost in declin.

Conform datelor din literaturd, tobamovirusurile (VMT si VMTo) cauzeaza modificari
ale activitatii peroxidazei, catalazei, precum si a parametrilor stresului oxidativ (continutului de
H,0,), prezentand o crestere semnificativd a POX la 24 de ore dupa inocularea tomatelor, in
timp ce la ardei s-a stabilit o sporire mai atenuatd a activitatii POX [280]. Totodata infectia virala
a indus la ambele gazde o reducere a activitatii catalazei. In aceste sisteme, interactiunile gazda-
patogen au dus la acumularea cantitatilor de H,O, si, In consecintd, la niveluri mai ridicate de
oxidare a proteinelor si lipidelor.

Diferente in metabolismul SRO au fost stabilite la specia Nicotiana benthamiana
infectatd cu tulpini de diferita agresivitate ale virusului marmorarii usoare a ardeiului (Pepper
Mild Mottle Virus, PMMoV) [168]. Plantele infectate cu tulpina mai putin virulenta, au exprimat
capacitate de recuperare dupa 21 zile de la inoculare, in timp ce tutunul infectat cu tulpina mai
agresiva au prezentat un nivel mai redus pentru proteinele componente ale FS II implicate in
fotofosfolilarea oxidativd si o crestere dramaticd a parametrilor stresului oxidativ. Autorii
concluzioneaza asupra asocierii magnitudinii stresului oxidativ si a raspunsului antioxidant cu
severitatea simptomelor. Date similare sunt prezentate pentru plantele de cartof infectate cu
tulpini a virusului Y al cartofului de diferita agresivitate [235], la care se constata raspunsuri
diferentiate ale activitatii antioxidante si o expresie mai mare a anumitor gene, cum ar fi APX,

GPX, GR si GST la plantele infectate cu tulpina mai virulenta.
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Urmare a studiilor realizate, s-a constatat cd VMDO conduce la modificarea expresiei
genelor antrenate in stresul antioxidativ (APX si SOD). Soiurile de orz de primdvard Galactic,
Sonor si Unirea au prezentat diminuarea activitdtii transcriptionale a genei APX cu cca 35-46%
si 18-31% a genei SOD la plantele infectate, comparativ martorului.

SRO pot fi produse in compartimente celulare in timpul proceselor de transport al
electronilor si de catre un numar mare de enzime, inclusiv de NADPH-oxidaza legatd de
membrane, diferite oxidaze si peroxidaze asociate peretelui celular [325]. Un rol important in
producerea SRO ca rezultat al interactiunii plantd-virus este atribuit diferitelor organite
intracelulare (mitocondrii, cloroplaste, peroxizomi). Mitocondriile, organite responsabile de
respiratie, joaca un rol important in protejarea gazdei fatd de agentii patogeni, inclusiv virusuri.
In membrana internd mitocondriald sunt localizate oxidazele alternative (AOX), constituente a
caii citocromice de producere a electronilor si acumulare a SRO (Figura 7.3). Este demonstrat, ca
pierderea rezistentei tutunului de tip RH la VMT la temperaturi ridicate (>30°C) este asociatd cu
represia expresiei ARNm pentru AOX, ceea ce sugereazd cd AOX mitocondrial contribuie la
reglarea nivelurilor SRO in cazul RH. Astfel, cresterea productiei de SRO de naturd

mitocondriala si controlul prin AOX sunt considerate factori-cheie a rezistentei plantelor la

virusurile care sunt in contact strans cu mitocondriile, precum VMT, VAT.
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Fig. 7.3. Raspunsul antiviral in sistemele compatibile virus-gazdi (originala).
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Virozele provocate de acesti patogeni au condus la genotipurile susceptibile de tomate la
degradari ale structurii interne a celulelor tesuturilor infectate (tesuturilor asimilatoare ale
mezofilului, de protectie si trofice ale anterelor), dar si a celor invecinate aflate in dependentd de
primele (celulelor arhesporale). Gradientul restructurarilor organitelor sistemei vacuolare
(reticulului endoplasmatic, aparatului Golgi, lizozomilor), energetice (mitocondriilor, plastidelor)
a fost dependent de gradul de patogenitate 1n sistemele experimentale caracterizate prin
susceptibilitate. Infectiile productive provocate de VAT, VMT au condus la modificari
complementate la nivel ultrastructural de sporirea numarului de peroxizomi, granulelor de
compusi fenolici, atestate cu o frecventd mai naltd la genotipurile cu tolerantd. Este bine
cunoscutd implicarea acestor structuri in reactiile oxidative. In peroxizomi, acizii grasi sunt
metabolizati Tn glioxilat prin reactii de reducere a excesului de SRO (H,0,) (Figura 7.3). Rolul
H,0, peroxizomal prin sporirea efectelor oxidative in inducerea rezistentei la virusuri este
sustinut de Talarczyk A. si coaut. [399].

Date similare sunt expuse de Shang J. si colab. [376] care au raportat diferente intre
zonele histopatice (tesuturi ingdlbenite si insulite verzi) ale frunzelor plantelor de N. tabacum
sistemic infectate cu virusul mozaicului castravetilor. Conform autorilor, portiunile ingélbenite
cu un continut mai redus de clorofild ce contin multiple particule virale, prezintd diminuarea
intensitatii fotosintezei comparativ cu sectoarele verzi si acumulari excesive de H,O,, cresterea
activitatii catalazelor si peroxidazelor. Drept consecintd a acumuldrii SRO, in ambele tipuri
histopatice ale frunzelor infectate se produce sporirea oxidarii lipidelor, dar cu o intensitate mai
majord In portiunile ingdalbenite, ceea ce relevd un stres oxidativ mai masiv. Totodata, in
portiunile verzi a fost relatatd o concentratie mai mare a Oy".

Mai multi autori considera, cd raspunsul plantelor la infectarea sistemica sunt similare
senescentei [180; 98; 112]. Chiar si in cazul infectiilor compatibile, o semnalizare rapida si
eficientd a SRO are ca rezultat o suprimare partiala a virusului [59; 168]. La etapele timpurii ale
patogenezei, pentru un timp scurt, se activeaza raspunsurile antioxidante care interfereaza cu
semnalizarea SRO necesare pentru initierea raspunsurilor de rezistentd. La etapele avansate de
patogeneza, are loc un dezechilibru al metabolismului antioxidant ce contribuie la dezvoltarea in
tesuturile afectate a simptomelor aseminitoare senescentei. In cazul infectiilor sistemice,
amploarea stresului oxidativ si a rdspunsului antioxidant este asociatd cu severitatea
simptomelor. Eficienta reactiilor de apdrare in timpul interactiunilor planta-virus este
determinatd de viteza raspunsului gazdei asistata de acumularea timpurie si localizata la locurile
de infectie a SRO. O reactie foarte rapida a gazdei poate conduce la eliminarea timpurie a

virusului fara inducerea stresului oxidativ (in cazul rezistentei extreme). In raspunsul antioxidant
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intarziat si mai putin eficient este admis un anumit grad de replicare si producere a stresului
oxidativ (asistat de moartea celulard) si stabilirea HR [180]. Totodatd rolul SRO si a
metabolismului antioxidant in dezvoltarea simptomelor in sistemele compatibile planta-virus,
precum si in generarea semnalelor de patogenitate in locurile Indepartate de la sife-ul inocularii
raman neelucidate.

Raspunsurile antioxidante sunt partial reglate de catre agenti non-enzimatici, precum
metabolitii secundari, compusii fenolici, steroidali [180]. In sistemele patologice evaluate de noi
se remarcd acumulari sporite de a-tomatind (glicoalcaloid steroidal) in celulele petiolilor
genotipurilor de tomatelor tolerante sau detindtoare de gene de rezistentd comparativ cu cele
susceptibile. Aceste rezultate denota efectul specific al compusilor steroidali in reactia plantei la
virusuri.

Majoritatea raspunsurilor mediate de compusi non-enzimatici (acidul ascorbic,
glutationul redus, compusi fenolici si steroidali) in cazul patogenezelor virale, mediaza
modificari transcriptionale 1n expresia genelor de apdrare prin interactiuni cu factorii de
transcriptie specifici [120]. Infectia compatibila produsa de VMCo la plantele de arabidopsis a
activat expresia genelor cuplate cu raspunsurile defensive care implica acidul salicilic, acidul
jasmonat/etilena si SRO ca molecule de semnalizare [271].

Supraexpresia genei PR-5, legata de stresul mediat de calea de semnalizare dependenta de
etilend sau jasmonat [236], a fost raportatd de noi pentru soiurile de orz de primavara Galactic,
Sonor si Unirea infectate cu VMDO. O crestere de 4,6 ori a fost detectata pentru plantele
variantei experimentale a s.Galactic, genotip care a prezentat si cea mai accentuatd reducere a
activitatii transcriptionale a APX, gena implicata in procesele de detoxifiere a peroxidului de
hidrogen. In aceste sisteme patologice a fost stabilita modificarea expresiei si altor gene asociate
cu patogeneza, precum PR-10, gend cu activitate ribonucleazicd implicata in protectia antivirala.
Activitatea transcriptionald a 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, iar la s. Unirea s-a stabilit sporirea
activitatii cu 16,8%. Date similare au fost raportate In aprecierea activitdtii transcriptionale a
genei PR-3, implicate in declansarea procesului infectios, ce denota reducerea concentratiei
relative a transcriptilor la plantele infectate a s. Galactic si s. Sonor (de 4,2 si 14,6 fatd de
martor), in timp ce la s. Unirea se atestd o crestere cu 12%. Rezultatele obtinute denotd
complexitatea procesului de patogeneza si evidentiaza faptul, ca reactia plantelor la infectiile
virale este diferitd ca forma de manifestare, fiind dependenta de genotip.

Conform unor autori [223; 240], complementar perturbdrilor transcriptionale, virusurile

declanseaza, de asemenea, modificdri ale cromatinei, incluzdnd metilarea ADN si cresterea
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frecventei recombinarilor omoloage, modificari epigenetice care pot fi mostenite de catre
descendenti. Astfel, la urmasii plantelor infectate cu TMV a fost atestatd cresterea ratei de
recombinare omoloaga, sporirea rearanjamentelor ADN-ului si hipometilarea repetarilor bogate
in leucine, locilor omologi cu gena N (gena rezistentei la VMT) [72]. Potrivit lui Boyco A. si
Kovalchiuc 1. [73], infectia produsd de un virus compatibil are ca rezultat activarea diferitelor
semnale, cum ar fi ARN-urile mici, ce se raspandesc sistemic de la locul infectarii la tesuturile
neinfectate, inclusiv cele care formeaza gametii. Semnalul generat conduce la diminuarea sau
amplificarea metilarii ADN in anumite sife-uri specifice, efect care poate fi transmis la
descendenti.

In cercetdrile noastre s-a stabilit, ca virusurile VAT, VXC, VMT, precum si VMDO,
provoaca la gazdele susceptibile redistribuirea si inducerea schimburilor cromatidice cu
modificarea frecventei recombinarii meiotice, inducerea aberatiilor cromozomiale si

destabilizarea microsporogenezei (Tabelul 7.2.).

Tabelul 7.2. Modificari meiotice sub influenta infectiilor virale la plantele gazda si
descendentii plantelor infectate

Tomate Orz de primavara
Restructurari meiotice (s. Fachel, s. Nistru, (s. Galactic, s. Sonor,
s. Prizior, s. Elvira, s. Unirea)
S. racemigerum)
VAT | VXC | Descendenti | VMDO | Descendenti
Sporirea numarului de + + + + +
chiasme
Rec;omlzlnare Fluctuatii ale tipurilor + + + + +
melotica de chiasme
Sporirea numarului de + + - + -
univalenti
Aberatii meiotice Sporirea CMP cu aberatii + + - + -
Sporade anormale + + - + -
Derularea Sporirea asincronismului + + - + -
microsporogenezei | Sporirea eterogenitatii + + - + -
Accelerarea diviziunilor + + - + -
meiotice

Efectul mitogen si aneugen, constatat in baza testului schimburilor dintre cromatidele
surori la plantele infectate, a avut repercusiuni la descendentii genotipurilor virozate cu o potenta
specifica genotipului. Spectrul modificarilor citogenetice produse de virusurile VAT, VXC,
VMT la genotipurile gazda de tomate a fost similar celui cauzat de VMDO la orzul de
primavard. Virusurile mentionate se caracterizd prin detinerea unui genom ARNmc (+)

monopartit (VAT, VXC, VMT) sau pluripartit (VMDO) si o strategie analoagd de replicare.
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Reactiile de patogenitate descrise la genotipurile gazda de tomate si orz de primavara
caracterizate prin susceptibilitate au manifestat modificari tipice ale proceselor de diviziune
mitotici, meioticd, cu repercusiuni la descendentii plantelor infectate. In sistemele virus-gazda
cu tolerantd, amplitudinea distorsiunilor citogenetice a fost modulatd, fiind in dependenta directa
de gradul de agresivitate a patogenului si nivelul de expresie a modificarilor macro- si
microstructurale.

Réspunsul plantelor la infectiile virale include diverse niveluri de complexitate [148].
Dupa infectare plantele pot dezvolta mai multe cdi cooperante in dezvoltarea reactiilor de aparare
sau a procesului infectios, care depind de echilibrul dintre procesele desfasurate concomitent.
Intelegerea interactiunii dintre virusuri si gazde este esentiald pentru explicarea modului in care
virusurile depasesc barierele de aparare ale plantelor, cauzeaza modificari de diferitd virulenta in
dezvoltarea strategilor de rezistenta antivirala.

Realizarile conceptuale si metodologice ale virusologiei contemporane denotd clar, ca
virusurile pantelor sunt elemente esentiale ale ecosistemelor prin stabilirea relatiilor mutualiste n
asigurarea functionalitdtii si adaptabilitatii ecosistemelor la schimbarile de mediu [252],

reprezentdnd un factor cheie al selectiei [232].
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CONCLUZII GENERALE

Cercetdrile interdisciplinare ale patogenezei virale la plantele de cultura (tomate, orz, varza)
au constatat manifestarea unor reactii diferentiate la nivel intracelular, celular, tisular si de
organism la genotipurile cu diferit grad de sensibilitate, ceea ce a stat la baza fundamentarii
variabilitétii In fitopatosistemele gazda x virus si elabordrii unor procedee de identificare a
genotipurilor rezistente.

Modificarile structurale ale componentelor celulelor sporogene, mezofilului si calusale in
conditiile de infectie virala 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 si suplinirii functiilor) (cap. 3,
[2D).

Virozele cauzate de virusurile aspermiei tomatelor, X al cartofului, mozaicului dungat al
orzului, mozaicului conopidei la plantele de culturda gazdd sunt complementate de
modificari ale diviziunilor mitotice si meiotice, exprimate prin abateri ale procesului de
recombinare omoloaga, inducerea de anomalii cromozomale si cromatidice, distributii
neuniforme intre celulele fiice. Efectele induse asupra procesului de meiozd sunt
dependente de sistemul virus-planta, fiind determinate de genotipul gazdei in proportie de
cca 50%. Puterea de influentd 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 crossing-over-
ului meiotic) si somatice (schimburile intre cromatidele surori) denotd capacitatea
genotoxica a virusurilor aspermiei tomatelor, X al cartofului, mozaicului dungat al orzului
exprimata prin majorarea frecventei de schimburi cromatidice in celulele proliferative ale
plantelor gazda (cap. 4, [17]; cap. 5, [4; 18]).

Evaluarea particularitatilor proliferarilor celulare a demonstrat reducerea procentului de
anomalii si majorarea frecventei conjugarii mitotice si meiotice la descendentii 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 virusului
mozaicului dungat al orzului asupra radiculelor de orz si inducerea de anomalii 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]).
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10.

11.

A fost demonstrata influenta virusului mozaicului dungat al orzului asupra expresiei genelor
implicate in metabolismul antioxidant (APX si SOD) si proteinelor asociate patogenezei
(PR-3, PR-5 si PR-10) la plantele gazda sensibile si descendentii obtinuti in conditii de
patogeneza virala (cap. 5, [19]).

Aplicarea morfometriei citoplasmatice a scos in evidentd modificari In directia majorarii
coraportului dintre cromatina condensata si decondensata, precum si a raportului nucleo-
plasmatic in celulele mezofilului plantelor de tomate infectate cu virusul aspermiei
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 reflectd un efect de pozitie (Position effect
variation) $i o activitate transcriptionala diferentiata (cap. 5, [16]).

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, tulpinitei) si biochimici (continutul
de substante uscate, proteine totale; activitatea peroxidazei) a scos in evidenta extinderea
diversitatii, contributia procentuald a caracterului analizat constituind peste 60%. Drept indici
relevanti In evaluarea diversitdtii 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 tomate libere de
virusuri descendente de la parinti infectati a fost stabilitd 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 chiorchine cu fructe. Evaluarea coeficientului
de wvariatie a caracterelor studiate a scos 1in evidentd posibilitatea modificarii
interdependentei dintre unele caractere mostenite in /inkage (cap. 6, [6; 14; 20]).

Investigatiile citogenetice ale proliferarii celulare in conditiile de infectie virald au
demonstrat Insusirile mitogene §i 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 determinate genetic si

epigenetic (cap. 6).
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RECOMANDARI PRACTICE

In scopul extinderii variabilititii genetice si obtinerii de forme cu caractere nespecifice
formelor initiale la tomate, orz de primavard se propune utilizarea procedeelor bazate pe
infectarea gazdelor si selectarea genotipurilor cu imbindri netipice la descendentii plantelor
infectate cu virusuri.

Activitatea polifenoloxidazei, gradul de Tnmagazinare al a-tomatinei se recomanda pentru
aplicare in diferentierea reactiei genotipurilor de tomate la infectiile virale.

Izoformele esterazelor specifice locilor Est 1 — Est 2 pot fi utilizate in aprecierea efectelor
recombinogene, Est 5 si spectrul polimorfic al hordeinelor — pentru estimarea
polimorfismului biotipic indus de infectia virala la orzul de primavara.

Nivelul de expresie relativd a genei PR-5 se recomanda pentru utilizare in testarea
patogenitatii genotipurilor de orz la virusul mozaicului dungat al orzului.

Utilizarea 1n 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 fatd de metoda traditionala 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, Universitatea de Stat din Moldova.
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Anexa 1. Aspecte macrostructurale ale plantelor infectate cu virusuri

1

Fig. A.1.1. Simptome exterioare cauzate de infectii virale. Plante ale soiului Fachel sanatoase
(A) si infectate cu VAT (B), VXC (C) si VMT (D).
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Fig. A.1.2. Aspectul exterior al plantelor de tomate infectate cu virusuri: plante ale s. Elvira,
infectat cu VAT (A), VMT (B), VXC (C) si ale soiului Prizior infectat cu VAT (D).
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Fig. A.1.3. Aspectul exterior al plantelor de orz. Plante sdnatoase ale s. Sonor (A) si infectate cu
VMDO (B), s. Galactic (C). Imagine macrostructurald a frunzelor de orz sanatoase (prima din
stanga) si cu dungi clorotice longitudinale cauzate de VMDO (a II-a si a IlI-ea de la stanga).
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Fig. A.1.4. Aspectul exterior al plantelor de varza infectate cu VMCo. Plante sanatoase ale
s.Haricovscaia (A) si infectate (B), s. Amagher (C) si s. Podaroc (D).
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Anexa 2. Particularititile suprafetei grauncioarelor de polen de orz examinate la
microscopul cu forta atomica

Fig. A.2.1. Aspectul suprafetei grauncioarelor de polen a plantelor martor: s. Galactic (A),
s. Unirea (B).
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Fig. A.2.2. Aspectul suprafetei grauncioarelor de polen a plantelor infectate cu VMDO:
s. Galactic (A), s. Unirea (B).
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Anexa 3. Tipuri de bivalenti conform distributiei chiasmelor la tomate in conditii de
patogeneza virala

Tree Diagram for 11 Variables
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Fig. A.3.1. Dendrograma repartitiei bivalentilor conform distributiei chiasmelor in diachineza
la tomatele sandtoase si infectate. Date sumare raportate la genotipurile analizate in varianta
martor - A, infectate cu virusuri — B, la plantele soiului Nistru martor (C) si infectatem (D),
varietatea S. racemigerum, martor (E), infectata (F).
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Anexa 4. Aspectul citologic al microsporilor de tomate la diferite etape ale
procesului de meioza

B, =

Fig. A. 4.1. Metafaza I cu univalenti (x 450).

O,

- .

SN0
) .

Fig. A. 4.3. Anafaza I tipurie cu cromozomi
retardatari (x 450).

-
P SR

Fig. A. 4.2. Metafaza I cu elimindri de
cromozomi (x 450).

Fig. A. 4.4. Anafaza I cu elimindri d
cromozomi (x 450).
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Fig. A. 4.5. Anafaza I normala (x 450). Fig. A. 4.6. Anafaza I cu o punte
cromozomala (x 450).

Fig. A. 4.7. Telofaza Il normala (x 450). Fig. A. 4.8. Telofaza II cu nucleu nedivizat
(x 450).
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Anexa 5. Aspectul morfologic al sporadelor de tomate ale plantelor infectate cu virusuri

A B P
Fig. A. 5. 1. Tetrade normale 1n anterele s. Fachel: plante sdnatoase (A) si infectate cu VAT (B)
x 150.

{ B
Fig. A. 5.2. Tetrade anormale in anterele s. Fachel: infectat cu VXC (A), diada in varianta VAT
(B) x 200.

B 4

Fig. A. 5.3. Tetradd cu microspori anormali In varianta VAT: microspori neechivalenti (A),
triadd cu microspori anormali (B) x 300.
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Anexa 6. Variatii morfologice la descendentii plantelor de tomate infectati cu virusuri

Fig. A. 6.1 Modificari ale tulpinii, tip Regenerationl la descendentii s. Elvira, variantele: WATT
(A), VMT (B).

A :U‘ ':".\‘f;

A -\-:x /."‘ ;,

Fig. A. 6.2. Mutatia tulpinii Branching la desendentii: s. Craigella (m-l/T-l)(A), varianta
VAT, S. pimpinellifolium, varianta VAT (B).

- _
Fig. A. 6.3. Variatii mofologice ale habitusului plantei Bushy (A) si inflorescentei Fab 2 (B) la
descendentii s. Craigella (Tm-1/Tm-1), varianta VAT.
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Fig. A 6.4. Mutatiile Locule number si Fasciated ale fructelor la descendentii S.
pimpinellifolium, varianta VAT, la diferite faze de crestere si dezvoltare:
formarea fructelor (A), coacerea fructelor (B).

Fig. A. 6.5. Modificari morfologice multiple la descendentii generatiei II la genotipurile:
s. Elvira, varianta VMT (A), S. pimpinellifolium, varianta VAT (B, C).

@
Fi'g. A. 6.6. Modificari mrfoloAgiCG multiple la descendentii generé!:iei IIT 1a genotipurile:
s. Elvira (A), varianta VMT, S. pimpinellifolium, varianta VAT (B,C).
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1

Inventia se referd la biotehnologia agricola, si
anume la un procedeu de obtinere a recombinantilor
de tomate.

Procedeul de obtinere a recombinantilor de
tomate include prelucrarea termicd a semintelor
mature la 70°C timp de 72 ore, iradierea acestora cu
raze gamma 1n dozd de 150 Gy, germinarea
semintelor peste doud sdptaméani dupd iradiere,
sadirea semintelor germinate, infectarea plantelor Tn
faza de 4...6 frunze cu virusul aspermiei tomatelor,
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2
colectarea fructelor formate pe al doilea ciorchine
din mugurii florali ce au atins lungimea de 2...3

mm la a 15-a zi dupd infectare, separarea semin-

telor si obtinerea din ele a recombinantilor de
tomate.
Rezultatul inventiei constd Tn sporirea numa-

rului de recombinanti de tomate cu un spectru larg
de caractere cantitative.
Revendicari: |
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Descriere:

Inventii! se referd la biotehnologia agricold, si anume la un procedeu de obtinere a recombinatilor de

tomate.

Este cunoscut procedeul de obtinere a recombinantilor de tomate prin infectarea hibrizilor F, cu
virusul mozaicului tutunului in faza de butonizare a primului ciorchine; colectarea fructelor legate din
mugurii florali aliati Tn fazele meiozei dupad 4...6 zile de la aparitia primelor simptome de viroza;
extragerea semintelor din aceste fructe si cultivarea din ele a plantelor cu selectarea formelor
recombinante 111

Dezavantajul acestui procedeu constd in aceea cd el este Tndelungat si complicat in realizare.

Problema pe care o rezolva inventia constd in extinderea variabilitatii genetice la soiuri bazata pe
utilizarea Tn calitate de factor recombinogen a virusului aspermiei tomatelor si a razelor gama.

Esenta inventiei constd Tn aceea cd procedeul de obtinere a recombinantilor de tomate include
prelucrarea termicd a semintelor mature la 70°C timp de 72 ore, iradierea acestora cu raze gamma in
dozd de 150 Gy, germinarea semintelor peste doud sdptdmani dupd iradiere, sddirea semintelor
germinate, infectarea plantelor Tn faza de 4...6 frunze cu virusul aspermiei tomatelor, colectarea
fructelor formate pe al doilea ciorchine din mugurii florali ce au atins lungimea de 2...3 mm la a 15-a
/i dupa infectare, separarea semintelor si obtinerea din ele a recombinantilor de tomate.

Rezultatul inventiei constd Tn majorarea frecventei si a spectrului recombindrii meiotice la tomate;
modificarea variatiei si diversificarea spectrului de forme noi ce imbina caractere cantitative agronomic
valoroase; simplificarea procedeului clasic de inducere a formelor noi cu caractere cantitative valoroase
necesare procesului de ameliorare a soiurilor de plante.

Au fost cercetate soiurile de tomate Nistru, Prizior si Fachel. Semintele mature au fost prelucrate
termic (la 70°C timp de 72 ore) n scopul inaetivdrii germenilor patogeni. Dupé cel putin doud zile de la
tratamentul termic jumdtate din seminte au fost iradiate cu raze gamma n doza de 150 Gy, utilizand
instalatia RXtvl-y-20 (eu capacitatea de 0,65 Gy/s), unde Tn calitate de sursd radioactivd a servit
elementul Co60. Dupa doud saptamani de repaus toate semintele erau plasate Tn cutii Petri pe discuri din
hértie de filtru Tmbibate cu apa distilatd, apoi sadite Tn vase vegetative pentru obtinerea rdsadului.
Jumatate din plantulele crescute din semintele iradiate, precum sijumatate din cele neiradiate, Tn faza de
4...6 frunze, au fost infectate mecanic cu extract al virusului aspermiei tomatelor. Plantulele crescute din
seminte neiradiate si neinfectate cu virusul aspermiei tomatelor au servit in calitate de martor. Astfel,
toate plantulele fiecdrui soi au fost divizate Tn patru variante experimentale: martor, radiatie (plantule
obtinute din seminte iradiate), virus (plantule infectate cu virusul aspermiei tomatelor) si radiatie +virus
(plantule crescute din seminte iradiate si infectate cu virusul aspermiei tomatelor). Ulterior, toate
plantele au Cost rasddite in camp n conditii similare conform standardelor agrotehnice. Fiecare lot a
inclus 30 plante aflate Tn aceeasi fazd ontogeneticd. Indentificarea plantelor infectate a fost realizatd la
12... 14 zile dupa infectare prin procedeul imunoenzimatic. Pentru studii ulterioare au fost utilizati
mugurii florali ai celui de-al doilea ciorchine ce au atins lungimea de 2...3 mm la a 15-a zi dupa
infectare, ceea ce corespunde primului maxim al concentratiei virionilor in tesuturile nefertile ale
anterei. O parte din muguri au fost excizati si fixati pentru cercetari citologice, iar alta etichetatd pentru
obtinerea fructelor si semintelor.

Pentru studiul recombindrii meiotice au fost obtinute preparate citologice prin tehnica de colorare
cu acetocarmind. In cadrul fiecdrui lot experimental au fost evaluate cca 60 celule-mamaé polinice aflate
la etapa de diachineza timpurie. Drept indici ai recombindrii meiotice au fost utilizate frecventa si
spectrul chiasmelor (tabelul 1).

Tabelul 1
Frecventa chiasmelor la soiurile de tomate in conditii de patogeneza
Soiul Tip chiasme Martor Virus Radiatie+virus
analizat
Nistru interstitiale 3,243+ 1.065 5.216=0.854 5,405+0,927
totale 16.973+ 1,771 17.865+1.988 18,432*2,062
Prizior interstitiale 3.897+1.714 6,308*1.779 6,410*1,681
totale 16.949*2,492 18.205*2.041 18,615*1,927
Fachel interstitiale 3.308+0,893 6,256* 1.229 6,538*1,143
totale 15,972+ 1,559 19.538* 1.699 20,154*2,097

\lirus - varianta experimentald ce include plantule infectate cu virusul aspermiei tomatelor;

radiatie 1 virus - varianta experimentald ce include plante crescute din seminte iradiate si infectate
cu wrusul aspermiei tomatelor.

cv:iferm datelor prezentate Tn tab. 1, infectarea cu virusul aspermiei tomatelor a plantelor obtinute
din seminte iradiate a indus cea mai majord crestere a frecventei chiasmelor interstitiale, carora le
re\::k’ roia! principal in generarea variabilitatii genetice. Complimentarea efectului radiatiei cu cel
cauza; de infectia virald a contribuit la sporirea frecventei chiasmelor interstitiale fatd de cea mai
apropiata solutie de cca 1.5 ori la soiurile Nistru si Prizior si de 1,7 ori la soiul Fachel.
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Fructele legate din florile ramase pe ciorchinele al doilea au fost etichetate si folosite pentru
obtinerea semintelor din care ulterior au fost crescute plante. La descendenti a fost studiat un sir de
caractere morfologice: numarul de ldstari formati, numarul de inflorescente de pe un l&dstar si total per
plantd, numdrul de fructe legate pe un chiorchine si total per plantd, numdrul de fructe legate pe un
chiorchine si total per plantd, numarul de seminte per fruct si per plantd, masa Unui fruct si masa totala a
fructelor unui chiorchine si a plantei. Tn calitate de parametri fiziologici au fost estimati: Tnceputul
infloririi si coacerii; Tnflorirea si coacerea in masa. Drept indici biochimici au fost analizati: continutul
substantelor uscate si aciditatea.

Conform rezultatelor obtinute la soiurile analizate a fost estimatad o extensie accentuatd a distributiei
valorilor multor caractere cantitative, precum ar fi numarul total de fructe la o planta, masa unui fruct al
ciorchinelui al doilea, numarul de seminte ale unui fruct, numdrul de ciorchini cu fructe (tab. 2).

Tabelul 2
Coeficientul de variatie a unor caractere cantitative Tn cadrul soiurilor dc tomate
Nr. Parametrul cantitativ analizat Gcenotipul analizat
Nistru Prizior lachei

1 Fructe per plantd (nr.) 22,79...23,63 47,23...32,15 19,79.,.34.18
2 Fructe pe ciorchinele al doilea (nr.) 28,21...30.37 30,46...35,00 19,69...52,50
3 Masa unui fruct (g) 8,08...9,80 3.14...11.97 3,09,..3,96
4 Masa unui fruct dc pe ciorchinele al

doilea (g) 10,53...19,79 12.66...17.06 5.77... 16,20
5 Seminte per fruct (nr.) 4,36...10,55 3.12...1 1,60 3.66... 18,25
6 Seminte per fruct de pe ciorchinele

al doilea (nr.) 11,10...16.26 9,60... 11,52 8,20...6,67
7 Lastari laterali (nr.) 20,28...19,81 19,23... 25,74 18,12,..25.24

Ciorchini cu fructe (nr.) 15,88...31,80 15.17...31.95 14,89...32.39
9 Continutul substantelor uscate 0,90...0,88 1,53...0,89 1.30...1.94
10 Aciditatea 0,90...1,05 0,72...0,97 1.73..1.27

Datele prezentate n tab. 2 denotd cd diapazonul modificarii coeficientului de variatie a fost in
dependentd de soiul analizat. Pentru unele caractere coeficientul dc variatie a fost modificat doar la un
anumit soi. Asa de exemplu, numarul de fructe de pe ciorchinele al doilea la plantele martor, precum si
la cele iradiate si infectate la soiul Nistru a variat aproximativ Tn aceeasi proportie de 28.2.1 si 3037%,
in timp ce la soiul Fachel virusul aspermiei tomatelor in comun cu razele gamma au indus o majorare a
variabilitatii acestui caracter de cca 2,7 ori.

Evaluarea coeficientului de variatie a permis de a studia comparativ particularitatile individuale n
cadrul aceluiasi genotip. Utilizarea procedeului propus creeazd posibilitatea de a evidentia
diversificarea formelor de tomate. Astfel, aplicarea radiatiei si a infectiei virale a permis de a modifica
interdependenta dintre unele caractere corelate, asa cum ar fi masa fructului, numarul de seminte, in asa
mod au fost obtinute forme ale soiului Fachel cu masd mare a fructului si un numér redus de seminte;
masd mare a fructelor primilor ciorchini (in particular al doilea) si continut sporit de substante uscate.
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(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a recombinantilor de tomate, care include prelucrarea termicd a semintelor

mature la 70°C timp de 72 ore, iradierea acestora cu raze gamma in doz& de 150 Gy, germinarea
semintelor peste doud saptdmani dupd iradiere, sadirea semintelor germinate, infectarea plantelor n
faza de 4...6 frunze cu virusul aspermiei tomatelor, colectarea fructelor formate pe al doilea ciorchine
din mugurii florali ce au atins lungimea de 2...3 mm la a 15-a zi dupd infectare, separarea semintelor
si obtinerea din ele a recombinantilor de tomate.

(56) Referinte bibliografice:
1 SU 1741677 Al 1992.06.23

COLESNI1C Inesa
BANTAS Valentina

LOZOVANU Maria
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Oescriere:

inventia se referd la biotehnologia agricold, si anume la un procedeu de obtinere a
recombinantilor de orz de primavara.

Una din cele mai aplicabile metode de inducere a formelor noi Tn cadrul soiurilor este
ssetageneza experimentala.

Este cunoscut un procedeu netraditional de obtinere a recombinantilor in cadrul soiurilor de
zrau bazat pe actiunea virusului mozaicului dungat al orzului [1]. Conform procedeului dat
plantulele de grau in faza de 2...3 frunze se infecteaza cu virusul mozaicului dungat al orzului.
Materialul semincer de grau de la plantele infectate cu virus se colecteaza si ulterior se utilizeaza
pentru obtinerea recombinantilor. Dezavantajul procedeului de referintd rezida Tn faptul cd
formele noi cu caractere netraditionale soiului initial pot fi selectate incepand cu generatia a doua
obtinuta de la parinti infectati.

Problema pe care o rezolva inventia constd Tn obtinerea recombinantilor de orz de primdvara
prin majorarea variabilitdtii genotipice si diversificarea caracterelor cantitative.

Procedeul de obtinere a recombinantilor de orz de primavard, conform inventiei, include
iradierea semintelor cu raze gamma Tn doza de 150 Gy, semadnarea lor peste 2 zile, infectarea
plantelor in faza de 2...3 frunze cu virusul mozaicului dungat al orzului Tn doua repetari la
inervai de doud zile, colectarea semintelor formate n spice, semanarea semintelor colectate si
obtinerea din ele a recombinantilor de orz de primavara.

Noutatea inventiei constd Tn utilizarea asociatd a virusului mozaicului dungat al orzului si a
razelor gamma Tn scopul obtinerii recombinantilor de orz de primavara cu un spectru diversificat
<k caractere cantitative Tn prima generatie provenitd de la plantele virus, ceea ce permite
simplificarea procedeului clasic de inducere a formelor noi cu caractere cantitative valoroase in
ameliorarea plantelor.

Rezultatul inventiei consta in sporirea numarului de recombinanti de orz de primavara cu un
spectru larg de caractere cantitative.

Exemplu de realizare a inventiei

in cercetare au fost antrenate soiurile de orz de primavara Galactic, Sonor si Unirea. Jumatate
din totalul de seminte incluse In experimente (nu mai putin de 500 seminte pentru fiecare soi) au
fost iradiate cu raze gamma n doza de 150 Gy, utilizdnd instalatia RXM-y-20 cu capacitatea de
0,20 Gy/s, unde Tn calitate de sursa radioactiva a servit elementul Cos0. Dupa doua zile de repaus
toate semintele au fost semadnate Tn camp. Jumatate din plantulele crescute din semintele iradiate,
precum si jumatate din cele neiradiate, in faza de 2...3 frunze, au fost infectate mecanic, in doua
repetdri la interval de doud zile, cu inocul al virusului mozaicului dungat al orzului. Drept inocul
a servit extractul obtinut Tn urma macerarii frunzelor plantelor de orz, stabilite ca purtatoare de
germeni ai virusului mozaicului dungat al orzului, diluat cu apa distilata in raport de 1:2.

Plantulele crescute din seminte neiradiate si neinfectate cu virusul mozaicului dungat al
orzului au servit in calitate de martor. Fiecare varianta experimentala a inclus 100 plante aflate in
aceeasi fazd ontogeneticd. Toate boabele formate in spiculete au fost colectate pentru studiile
ulterioare. Circa 100 seminte din fiecare variantd experimentald au fost germinate n cutii Petri
pe discuri din hartie de filtru Tmbibate cu apa distilatd pentru evaluarea capacitatii de germinare a
semintelor. Altele, cca 50 seminte, au fost utilizate pentru studiul schimburilor intre cromatidele
surori, indice aplicat in stabilirea efectului mutagen al factorilor. Analiza schimburilor intre
cromatidele surori se bazeazd pe Tncorporarea diferentiatd a 5-brom 2-deoxyuridinei (BrdU) in
segmentele cromatidice. in acest scop semintele loturilor experimentale au fost germinate la
intuneric pana la atingerea lungimii de 2...3 cm. incorporarea BrdU a fost realizatd pe parcursul a
doud cicluri celulare prin etalare pe discuri expuse Tn amestec de 100 nM BrdU, 0,1 (iM
fluorodeoxyuridind si 5 jiM uridind. Procedura de fixare, macerare a materialului a fost selectata
conform tehnicii de colorare Schiff. Restul semintelor, in totalitate, au fost ulterior semdnate in
camp pentru obtinerea generatiei | descendente de la plantele virus infectate.

Conform rezultatelor prezentate in tab. 1 se constatd, cd efectul razelor gamma in dozd de
150 Gy asociat cu cel al virusului mozaicului dungat al orzului conduce la modificari
nesemnificative ale capacitatii de germinare a semintelor, ceea ce constituie un moment esential
in realizarea sarcinii de obtinere a descendentilor.
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Tabelul 1

Capacitatea de germinare a semintelor de orz de primdvara infectate cu virusul mozaicului
dungat al orzului si supuse iradierii

Soiul analizat 1 2 3
Galactic 87,96+8,52 59,81+7,11* 64,12+9,26
Sonor 79,55+12,98 65,97+9,38 5360+8,58
Unirea 83,88+9,66 57,99+4,14 79,15+ 16,63

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

- schema experimentului: 1 - plantule crescute din seminte netratate cu raze gamma si
neinfectate cu virusul mozaicului dungat al orzului (martor); 2 - plantule infectate cu virusul
mozaicului dungat al orzului (cea mai apropiatd solutie); 3 - plantule crescute din seminte
iradiate cu raze gamma in doza de 150 Gy si infectate cu virusul mozaicului dungat al orzului
(inventia propusa).

Rezultatele studiului schimburilor Tntre cromatidele surori atesta genotoxicitatea virusului
mozaicului dungat al orzului in complex cu razele gamma, exprimata prin majorarea semnifi-
cativd a numarului de schimburi intre cromatidele surori (tab. 2). La toate cele trei soiuri de orz
de primévard analizate frecventa schimburilor cromatidice a detinut valori de 1,34...1,45 ori mai
majore decat la martor.

Tabelul 2

Frecventa schimburilor intre cromatidele surori induse de virusul mozaicului dungat al
orzului la plantele iradiate cu raze gamma

Varianta Soiul analizat
experimentald Galactic Sonor Unirea
1 6,108+0,265 6,128+0,337 5,561+0,259
2 8,703+0,312*** 8,359+0,299*** 8,641+0,286***
3 9,054+0,274*** 8,385+0,281 *** 8,081+0,246***

*** _ diferente semnificative fatd de martor pentru P<0,001

Impactul asociat al razelor gamma si al infectiei virale asupra materialului genetic denota
posibilitatea utilizarii acestor factori Tn mutageneza experimentala Tn scopul extinderii
variabilitatii genetice.

Analiza indicilor morfologici ai descendentilor primei generatii provenite de la plantele
virusate si derivate din seminte iradiate a scos in evidenta devierea de la tipul initial a
caracterelor cantitative (tabelul 3).

Tabelul 3

Coeficientul de variatie a unor caractere cantitative la orzul de primavara

Caracterul Soiul Galactic Soiul Sonor Soiul Unirea
analizat 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Talia plantei, cm 5,54 9,42 17,64 10,83 9,69 12,45 8,99 13,57 14,20
Talia ultimului 27,18 21,04 29,39 21,69 18,40 18,01 24,66 28,28 25,46
internod, cm

Spiculete 27,77 51,32 56,92 21,70 37,54 51,41 28,67 44,17 48,96
dezvoltate, nr.

Spiculete 35,16 39,87 4484 43,22 48,07 39,94 48,45 53,29 46,66
nedezvoltate, nr.

Lungimea 15,29 9,06 13,02 11,39 13,75 13,48 10,22 11,84 12,35
spicului, cm

Internoduri, nr. 42,58 7,57 12,04 9,17 14,04 7,63 30,87 10,24 13,77
Frati sterili, nr 48,0 46,66 50,82 64,43 63,77 56,63 41,77 75,40 89,96
Frati fertili, nr. 4495 44,03 5469 38,03 37,71 46,14 4587 39,84 39,89
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Stas»-* prssaats in tab. 3 relevd modificdri semnificative ale coeficientului de variatie a
at»c >&:m'™*, tospc. . «picului, numarului de spiculete, numarului de frati. Conform inventiei se
u -~ cu talia mai joasd cu 9... 19% decéat la soiurile initiale. Astfel, la soiul

X&KSm 1*  sr rsssarcafe exemplare cu talia minima de cca 40 cm. Asemenea forme au fost
SifiSKBS” |p afessisrf Secxx si Unirea, in timp ce la soiurile initiale Tndltimea minima a plantelor a
ssas ;: : f .51 cm. Realizarea evaludrilor individuale a permis de a selecta exemplare
rro—i i»i rxfk ce determind productivitatea (lungimea spicului, numarul de spiculete
ine ta.-- ai nsveiul soiului initial. Diminuarea taliei plantelor a fost legatd de reducerea
«sesasiita Jt sBsSernoduri. Trebuie de remarcat cad formele pitice la orz prezintd un interes

'lesETi asnelioratori.

»a «rea BServalului de variatie a fiecarui caracter analizat s-a dovedit a fi specifica
ijBtm&uii: Cel mai mare numar de spiculete dezvoltate (25) a fost atestat la soiul

aac:; ii »manta cu aplicarea virusului mozaicului dungat al orzului si a razelor gamma in
1 & is 58 Gj De asemenea, soiul Galactic a prezentat o superioritate fatad de celelalte doua
«sta» c1 referire la plasticitate, precum si ia caracterele cantitative, cum ar fi numdrul de
«sere«*«- :jsgimea spicului.

&ge.lesn -arii caracterelor biomorfologice ale descendentilor primei generatii obtinute de la
pne T'“«S3E cu virusul mozaicului dungat al orzului crescute din seminte iradiate sunt
;mism&i ie rezultatele studiului citologic al schimbarilor cromatidice.

lia rsrm frecventei recombindrii mitotice stabilite in urma aplicarii procedeului propus
" Stce — e cu noi combinatii de caractere, obtinerea cdrora pe cai traditionale este limitata de
'ssscsnr

Aifertnte bibliografice citate In descriere:
Si: 933052 1982.06.07

5” ; Re*e®dscari:

-rzxeaeu de obtinere a recombinantilor de orz de primavara care include iradierea semin-
a rm ~i2£ gamma in doza de 150 Gy, semanarea lor peste 2 zile, infectarea plantelor in faza
mie2...3 sriaze cu virusul mozaicului dungat al orzului in doua repetari la interval de doua zile,
wfiesdaraa. semintelor formate in spice, semanarea semintelor colectate si obtinerea din ele a
tksotjis -i." >rde orz de primavara.

Sef Sectie: COLESNIC Inesa
Examinator: BANTAS Valentina
Redactor: LOZOVANU Maria
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(54) Process for the obtaining of spring barley recombinants

(57) Abstract:
1

The invention relates to agricultural
biotechnology, namely to a process for the
obtaining of spring barley recombinants.

The process includes irradiation of seeds
with gamma rays in a dose of 150 Gray,
sowing thereof in 2 days, infection of plants in
the phase of 2...3 leaves with the barley stripe
mosaic virus twice with an interval of two

10

2
days, harvesting of the formed into ear seeds,
sowing of the harvested seeds and obtaining
therefrom of spring barley recombinants.

The result of the invention is to increase the
number of spring barley recombinants with a
large spectrum of quantitative traits.

Claims: 1

(54) Cnocob nosyvyeHns peKoOMOMHAHTOB APOBOro AYMeHS

(57) Petepart:
1

N306peTeHne  OTHOCUTCA K  CeNbCKO-
X03AMCTBEHHON 6MOTEXHONOrMWU, @ UMEHHO K
cnocoby nonyyeHns peKoMOGUHaHTOB APOBOrO
AYMEHS.

Cnoco6 BkA4YaeT o0b6nyyeHue
ramma-ny4yamu B pfose 150 [pei,
yepes 2 [HA,

CeMsH
¥X noces
MH(ULMPOBAHME pacTeHWUid B
(hase 2...3 NWNCTbLEB BUPYCOM LWITPUXOBATOIA
MO3aMKK sUMeHs ABaX[bl C MHTEpBanOM B ABa
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2

AHs, cbop CGHOPMUPOBABILUMXCA B KONOCbAX
CeMsH, MoceB CO6pPaHHbIX CEMSAH U MOoay4YeHue
13 HUX PEKOMOGUHAHTOB SIPOBOT0 AUYMEHS.

PesynbTtar u306peTeHns 3aknwyvaeTcs B
YBENIMYEHUU YUCNa PEKOMOUHAHTOB SIPOBOTO
AYMEHA C PpaclUMpEeHHbIM CMNEeKTPOM KOu-
YeCTBEHHbIX MPU3HAKOB.

M. dopmynsl: 1
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(54) Procedeu de obtinere a somaclonelor de varza

(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, Tn parti-
cular la un procedeu de obtinere a somaclo-
nelor de varza.

Procedeul include infectarea mecanicd a
plantelor in faza de doud frunzulite cotile-
donate cu virusul mozaicul conopidei, colec-
tarea explantelor de tesut mezofil din sec-
toarele Tnvecinate zonelor clorotice, sterilizarea
lor, inocularea explantelor pe mediul nutritiv
Murashige si Skoog, ce contine agar 7 gll,
chinetind 0,01 mg/l si suplimentar 6-benzil-
aminopurind 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5
mg/l, cu incubarea ulterioard a lor la Intuneric
la temperatura de 25°C pentru initierea for-
marii cdlusului morfogen, apoi cu o foto-
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perioadd de 16 ore la iluminare de 2000 Ix si
temperatura de 27°C, transferarea c&lusurilor
morfogene pe medii nutritive proaspete cu
obtinerea somaclonelor si Tnrdddcinarea ulte-
rioard a lor pe mediul nutritiv Murashige si
Skoog, ce contine suplimentar acid naftilacetic
0,5 mg/l cu adaptarea ulterioarad la conditii ex-
vitro si plantarea Th sol a somaclonelor.

Rezultatul inventiei consta Tn sporirea
variabilitdtii somaclonale la varza si in posi-
bilitatea selectiei somaclonelor care poseda
caractere cantitative, nespecifice pentru soiul
initial.

Revendicari: 1



(54) Process for the production of cabbage somaclones

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology, in
particular to a process for the production of
cabbage somaclones.

The process includes the
infection of plants in the phase of two
cotyledonous leaves with the cauliflower
mosaic virus, selection of mesophilic tissue
explants from the chlorotic areas adjacent
sectors, their sterilization, inoculation of
explants in ths Murashige-Skoog nutrient
medium, containing 7 ¢/1 of agar, 0.01 mg/1 of
kinetin and additionally 0.5 mg/l of 6-
benzylaminopurine, 0.5 mg/l of napnthale-
neacetic acid, followed by their incubation in
the dark at the temperature of 25°C to initiate
the formation of morphogenic callus, and then

mechanical

10

15

2

with a photoperiod of 16 hours at the light of
2000 Ix and the temperature of 27°C, transfer
of morphogenic calluses to fresh nutrient
media to obtain somaclones and their
subsequent establishment in the Murashige-
Skoog nutrient medium, containing addi-
tionally 0.5 mg/l of naphthaleneacetic acid,
followed by adaptation to ex-vitro conditions
and planting in soil of somaclones.

The result of the invention is to increase the
somaclonal variation of cabbage and the
possibility of selecting somaclones with
quantitative traits, non-specific for the original
variety.

Claims: 1

(54) Cnocob rnosflyyeHnUst COMaK/I0HOB KanycThbl

(57) Pegpepart:’
' 1

N306peTeHne OTHOCUTCA K 6GUOTEXHOSO-
rMyM, B YacTHOCTM K CNocoby noayyeHums
COMaK/10HOB KamnycCTbl.

Cnocob BK/OYaeT MeXaHWYeCcKoe NHpULN-
poBaHWe pacTeHWil B (hase ABYX CEMSLOMbHbIX
NNCTLEB BMPYCOM MO3aWKMW LIBETHONM KanycTbl,
0oT6Op 3KCNNaHTOB ME30(hM/bHOM TKaHU W3
CEKTOPOB COCEAHMX XJIOPO3HbIM 30HaM, WX
CTepUNN3aLnio, MHOKY/MPOBAHWE 3KCMIaHTOB
Ha nuTaTenbHyl cpegy Mypacure-Ckyra,
cofepxawlyto 7 r/n arapa, 0,01 mr/n KnHeTuHa
n pononHutensHo 0,5 mr/n 6-6eH3nNamMmuHo-
nypwviHa, 0,5 Mr/n HaQTUAYKCYCHOI KACNOTI, C
nocnegyowmm mnx WHKY6upoBaHWeM B TeM-
HoTe npu Temnepatype 25°C Aana WHALMK-
poBaHMs  (OpMMPOBaHMS  MOP(OreHHOro
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2

Kannyca, a 3ateMm ¢ ¢oToeepuogoMm 16 uacur
npu oceeleHun 2000 K 1 Temnepatype 27 3.
MepeHoC MOP(OreKHbIX KaifyCoB Ha CBEXMWB
nuTaTenbHble cpedbl C NOYyYEeHUEM OOMaK-
NOHO3 W nocnefytollee UX YKOPeHeHWe Ha
nuTatenbHoin cpege Mypacure-Ckyra, cogep-
Xawein gononHutensHo 0,5 Mmr/n HagTUn-
YKCYCHOWM KMCNOTbl C Mociefytolleii aganta-
umeil K ycnoesmam ex-\Mro n nocagky B nousy
COMaK/I0HOB.

PesynbTaT M306peTeHnsi COCTOUT B MOBbI-
LeHWN COMaK/OHaNbHOMN W3MEHYMBOCTU Ka-
MycTbl ¥ BO3MOXHOCTM 0OTBOpa COMaKIOHOB,
061afaroLWMX KONMYECTBEHHBIMI NPU3HaKaMu,
HecneunugpuuecKnmMu 4asa MCXOLHOMo copTa.

M. dopmynbl: 1'
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Descriere:

Inventia se referd la biotehnologie, in particular la un procedeu de obtinere a somaclonelor de
varza.

Este cunoscut procedeul traditional de generare a diversitatii genetice prin tehnici de culturi
de tesuturi ce are la baza variabilitatea somaclonala [1].

Conform procedeului dat cultivarea in vitro a tesuturilor poate,genera variatii somaclonale,
rata carora pentru acelasi genotip depinde de mai multi factori. Procedeul prevede selectarea
minutioasa a explantelor. Pentru culturile leguminoase, inclusiv cele din specia Brassica, sunt
propuse diverse parti de organe, inclusiv frunzele tinere. Ulterior se prevede realizarea etapelor
de regenerare si reconstructie integrald a plantelor prin inducerea embriogenezei somatice
(cultivarea pe medii nutritive in conditii in vitro). Variabilitatea genetica in sistemele in vitro este
intdmplatoare si limitatd. Totodatda, Tn aceste conditii se constatd sporirea procentului de
monstruozitati, ceea ce diminueazi. avantajul aplicarii procedeului de inducere a variabilitatii
somaclonale Tn scopul credrii de genotipuri cu noi caractere agronomic valoroase.

Problema pe care o rezolva inventia consta in obtinerea si sporirea ratei de regeneranti de
varza cu caractere noi, valoroase ce ar putea servi drept material initial in ameliorarea soiurilor
prin tehnici netraditionale.

Procedeul de obtinere a somaclonelor de varzd, conform inventiei, include infectarea
mecanica a plantelor in faza de doud frunzulite cotiledonate cu virusul mozaicul conopidei,
colectarea explantelor de tesut mezofil din sectoarele invecinate- nonelor clorotice, sterilizarea
lor, inocularea explantelor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine agar 7 g/l, chinetind
0,01 mg/l si suplimentar 6-benzilaminopurina 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5 mg/l, cu incubarea
ulterioara a lor la intuneric la temperatura de 25°C pentru initierea formarii cdlusului morfogen,
apoi cu o fotoperioada de 16 ore la iluminare de 2000 Ix si temperatura de 27°C, transferarea
calusurilor morfogene pe medii nutritive proaspete cu obtinerea somaclonelor si inradacinarea
ulterioara a lor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine suplimentar acid naftilacetic
0,5 mg/l cu adaptarea ulterioara la conditii ex-vilro si plantarea Tn sol a somaclonelor.

Noutatea inventiei constad Tn utilizarea Tn calitate de explant pentru obtinerea somaclonelor de
varza a pieselor de tesut mezofilian derivate de la plante de varza infectate cu virusul mozaicul
conopidei, ceea ce permite sporirea diversitatii generate de culturile in vitro.

Rezultatul inventiei constd in sporirea variabilitatii somaclonale la varza si in posibilitatea
selectiei somaclonelor care poseda caractere cantitative, nespecifice pentru soiul initial.

Exemplu de realizare a inventiei

in cercetare au fost antrenate soiurile tardive de varza alki (Brasica oleracea L. var.
capitala), sensibile fatd de virusul mozaicul conopidei (CaMV - virus ADNdSs, reprezentant al
genului Caulimovirus): Zavadovscaia, Moldovanca si Amager.

Din fiecare genotip au fost sadite cate 30 plante. Jumadtate din ele Tn faza de 2 frunze
cotiledonate au fost infectate mecanic cu inocul al CaMV, care a fost izolat din Datura
stramonium si identificat prin analiza imunosorbenta (ELISA). Plantulele neinfectate au servit in
calitate de marter, iar cele infectate au format varianta experimentald.

Pentru cultura in vitro au fost utilizate explantele de tesut mezofilian, Thvecinat zonelor
clorotice, recoltate dupa 20 zile de la infectare de la plante ce au prezentat simptome externe de
boald. Fragmentele de mezofil au fost tinute timp de 3 min Tn apa cu céteva picaturi de Tween-20
(0,1%), apoi clatite Tn apa curgatoare timp de 10 min. Piesele recoltate au fost sterilizate timp de
15 min in solutie de hipoclorit de sodiu (dilutie 1:1 a preparatului comercial ,,ACE” - apa
distilatd). Dupa aseptizare, piesele au fost trecute prin 3 bai de apa sterild, a cate 5 min n fiecare,
pentru Tnlaturarea totald a clorului. Toate operatiunile de sterilizare a explantelor, precum si de
inoculare pe medii de culturd, s-au desfdsurat in conditii asept'ce, in interiorul hotei cu flux
laminar de aer steril. Vitrocultura a fost initiatd n eprubete, contindnd cate 2 ml de mediu de
culturd Murashige si Skoog ce contine 20 g/l zaharozd si 7 g/l agar, suplimentat cu 6-
benzilaminopurind (BAP) - 0,5 mg/l, acid naftil-acetic (ANA) - 0,5 mg/l, chinetind - 0,01 mg/l,
care s-a dovedit optim pentru toate trei genotipuri de varza analizate. Valoarea pH-ului mediului
nutritiv a fost ajustatd Tnainte de autoclavare pana la 5,7. Pentru inducerea calusogenezei
eprubetele au fost incubate la Tntuneric la temperatura de 25°C. Pe mediul respectiv laa 7...9-a zi
dupa inoculare se observau initieri de proliferare, dupd care explantele cu raspuns de calusare au
fost transferate in conditii constante de temperaturda cu o fotoperioadda de 16 ore, T 27°C si
iluminare de 2000 Ix. La fiecare 2...3 saptamani se efectuau pasaje, respectand normele aseptice.
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Célusurile ce au prezentat zone morfogene au fost transferate in flacoane Magenta ce contineau 5
ml mediu de cultura proaspat. Tn urma a 4-5 pasaje se dezvoltau regeneranti, care in faza de 2-3
frunzulite adevarate erau transferati pe mediul de rizogeneza Murashige si Skoog suplimentat cu
ANA (0,5 mg/l). La 6...7 zile dupd pasaj pe acest mediu regenerantii prezentau un sistem
radicular cu perisori absorbanti bine dezvoltati. Dupa care plantulele erau transferate Tn vase de
plastic de 500 ml cu amestec de sol:turba (1:3). Vasele cu plantule se acopereau cu pelicula de
polietilend si se transferau Tn camera de culturd la 25...27°C si cu o fotoperioada de 16 ore pentru
adaptare ex-vitro. La aparitia primei frunzulite noi regenerantii erau plantati Tn sol conform
tehnicilor standard.

Schema experimentului a cuprins doud variante: 1- regeneranti obtinuti din fragmente de
tesut mezofilian recoltate de la plante martor; 2 - regeneranti obtinuti din fragmente de tesut
mezofilian alaturat sectoarelor invecinate zonelor clorotice colectate de la plante infectate cu
CaMV.

Conform rezultatelor prezentate Tn tabelul 1 se constatd, ca efectul indus de infectia virala nu
genereaza reducerea semnificativa a frecventei regenerdrii, ceea ce permite obtinerea unui numar
esential de regeneranti.

Tabelul 1

Frecventa regenerarii in vitro la soiurile de varza alba (Brasica oleracea L. var. capitata)
infectate cu virusul mozaicul conopidei (CaMV)

Genotipul analizat Varianta Frecventa regenerarii
Amager 1 69,84+1,58
2 56,67+3,33
Moldovanca 1 54,62+2,91
2 46,63+1,71
Zavadovscaia 1 59.16+2,86
2 55,83+4,06

Variabilitatea morfologica a regenerantilor a fost evaluata dupa un sir de caractere mor-
fologice: latimea si lungimea frunzei, precum si coraportul acestor doi indici; numarul de
frunzulite; lungimea rddacinii si tulpinii; continutul de substante uscate.

Deosebiri statistic confirmate Tntre valorile medii ale indicilor morfologici analizati au fost
estimate pentru valorile statistice ale frunzulitelor, in timp ce coraportul dintre acesti indici a
ramas fara modificare (tabelul 2).

Tabelul 2
Valorile medii ale unor caractere morfologice la regenerantii de varza
derivati prin cultivare in vitro

Indicii morfologici Soiul Amager Soiul Moldovanca Soiul Zavadovscaia

1 2 1 2 1 2
Lungimea unei frun-
zulite (mm) 37,73+2,04 29,91+2,23 38,36+2,02 30,36+2,09 37,54+2,08 32,09+2,0
Latimea unei frun-
zulite (mm) 29,64+1,77 24,45+159 29,82+1,59 24,09+1,55 28,81+1,63 24,82+14
Coraportul
latime/lungime 0,7840,02  0,83+0,01  0,78+0,02  0,80+0,24  0,77+0,03  0,78+0,02
Frunzulite per régé-
nérant (numar) 4,09+0,25  4,18+0,23  4,27+0,195 4,45+0,25  4,36%0,27  4,82+0,33
Lungimea radacinii
(mm) 14,32+1,16  13,81+1,39 14,77+1,15 13,82+1,40 14,65+1,14 14,03+1,4
Lungimea tulpinii
(mm) 1,93+0,14  2,67+0,19 1,98+0,13  2,64+0,19 1,98+0,15  2,65+0,19
Continutul substan-
telor uscate (%) 12,02+0,81 13,93+1,77 11,9940,76 14,10+2,24 12,26+0,47 13,97+1,8
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Variabilitatea sporitd a unor caractere denota inducerea unor clase noi de indivizi cu valori
netipice soiului initial, precum si celor obtinuti pe cale biotehnologica traditionala.

Destabilizarea valorilor coeficientului de variatie a unor caractere cantitative si inducerea
unor noi clase fenotipice ih cadrul soiurilor analizate de varza alba Tn urma aplicarii procedeului
propus denotd posibilitatea utilizarii infectiei produse de virusul mozaicul conopidei Tn calitate
de inductor al variabilitatii somaclonale.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. n vitro technology for mutation breeding. A technical document issued by the
International Atomic Energy Agency, IAEA-TECDOC 392, Vienna, 1986, p. 9-10,
12-14, 34, 47

(57) Revendicari:

Procedeu de obtinere a somaclonelor de varzd care include infectarea mecanicd a
plantelor in faza de doud frunzulite cotiledonate cu virusul mozaicul conopidei, colectarea
explantelor de tesut mezofil din sectoarele Tnvecinate zonelor clorotice, sterilizarea lor, ino-
cularea explantelor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine agar 7 g/l, chinetina
0,01 mg/l si suplimentar 6-benzilaminopurina 0,5 mg/l, acid naftilacetic 0,5 mg/l, cu incubarea
ulterioard a lor la intuneric la temperatura de 25°C pentru initierea formarii calusului morfogen,
apoi cu o fotoperioadd de 16 ore la iluminare de 2000 Ix si temperatura de 27°C, transferarea
calusurilor morfogene pe medii nutritive proaspete cu obtinerea somaclonelor si Tnrdddcinarea
ulterioara a lor pe mediul nutritiv Murashige si Skoog, ce contine suplimentar acid naftilacetic
0,5 mg/l cu adaptarea ulterioara la conditii ex-vitro si plantarea in sol a somaclonelor.

Sef Sectie: jtv [ COLESNIC Inesa
/"Examinator: n BANTAS Valentina
Redactor: Al LOZOVANU Maria

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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Descrierea oficiald a soiului

Denumirea comuna: TOMATE
Taxonul botanic: Solanum lycopersicum L.
Denumirea soiului: ANONA

Numarul si data Ghidului de Testare:

TG/44/11 Rev. (2011-10-20+2013-03-20) UPOV

Nr. Caracterul Gradul de expresie Nota
| Numai pentru soiuri reproduse pe cale sexuata: Rasadul: prezenta 9
culoarea antocianica a hipocotilului
2 Planta: tipul de crestere determinat 1
3 Numai pentru soiuri cu tipul de crestere determinat: numarul de | putine 3
inflorescente pe tulpina principala
4 Tulpina: culoarea antocianica absenta 1
7 Frunza: portul semi-atdrnata 7
8 Frunza: lungimea medie 5
9 Frunza: lafimea medie 5
10 | Frunza: tipul limbului bipenat 2
11 Frunza: marimea frunzulitelor mici 3
12 | Frunza: intensitatea culorii verzi verde medie 5
13 | Frunza: luciul slab 3
14 | Frunza: basicarea slaba 3
15 | Frunza: pozitia petiolului in raport cu axul central orizontal 5
16 | Inflorescenta: tipul simpla 1
17 | Floarea: culoarea galbena 1
18 | Floarea: pubescenta stilului prezentd 9
19 | Pedunculul: stratul despartitor prezent 9
20 | Numai pentru soiuri cu strat despartitor: Pedicelul: lungimea mediu 5
21 | Fructul: pata verde la baza (inainte de maturitate) prezenta 9
22 | Fructul: extensiunea petei verzi (inainte de maturitate) medie 5
23 Fructul: intensitatea culorii verzi a petei (inainte de maturitate) medie 5
54 | Fructul: intensitatea culorii verzi excluzand pata (inainte de deschisa 3
maturitate)
25 | Fructul: dungile verzi (inainte de maturitate) absente 1
26 Fructul: dimensiunea mic spre mediu 3
27 | Fructul: raportul lungime/diametru mediu 5
28 | Fructul: forma in sectiune longitudinala oblong 4
29 | Fructul: cutele la nivelul pedunculului ;E;sbe:te e ]
30 | Fructul: depresiunea la nivelul pedunculului slaba 3
31 Fructul: dimensiunea cicatricei pedunculului foarte mica 1
32 | Fructul: mdrimea cicatricei pistilului foarte mica 1
33 Fructul: forma varfului plat 3
34 Fructul: diametrul miezului in sectiune transversala in raport cu | mic 3
diametrul total
35 | Fructul: grosimea pericarpului subtire 3
36 | Fructul: numarul de loje seminale 2 sau 3 2
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37 | Fructul: culoarea (la maturitate) rosu 5
38 | Fructul: culoarea pulpei (la maturitate) rosie 3
39 | Fructul: luciul pielitei slab 1
40 | Fructul: culoarea epidermei galbena 2
41 | Fructul: fermitatea medie 3
43 | Epoca de inflorire timpurie 3
44 | Epoca de maturitate foarte precoce 1

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala

str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniiu, Republica Moldova
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Descrierea oficiali a soiului

Denumirea comuni: TOMATE

Taxonul botanic:

Denumirea soiului: CisGen

Numdrul si data Ghidului de Testare:

Solanum lycopersicum L.

TG/44/11 Rev. (2011-1 0-20+2013-03-20) UPOV

Nr. Caracterul Gradul de expresie Nota
1 Numai pentru soiuri reproduse pe cale sexuati: Risadul: prezenta 9
culoarea antocianica a hipocotilului
2 Planta: tipul de crestere determinat |
3 Numai pentru soiuri cu tipul de crestere determinat: numarul | putine 3
de inflorescente pe tulpina principala
4 Tulpina: culoarea antocianici absentd 1
7 Frunza: portul semierecti 3
8 Frunza: lungimea medie 5
9 Frunza: latimea ingusta 3
10 | Frunza: tipul limbului bipenat 2
11 Frunza: marimea frunzulitelor medii 5
12| Frunza: intensitatea culorii verzi verde inchisa 7
13 | Frunza: luciul slab 3
14 | Frunza: basicarea slaba 3
15 | Frunza: pozitia petiolului in raport cu axul central orizontal 5
16 | Inflorescenta: tipul simpla 1
17 | Floarea: culoarea galbeni 1
18 | Floarea: pubescenta stilului prezenti 9
19 | Pedunculul: stratul despartitor prezent 9
20 | Numai pentru soiuri cu strat despirtitor: Pedicelul: lungimea | mediu 5
21 Fructul: pata verde la baza (inainte de maturitate) absenta 1
22 | Fructul: extensiunea petei verzi (inainte de maturitate) foarte mica 1
23 Fl‘l.lCtL.l[Z intensitatea culorii verzi a petei (inainte de medie S
maturitate)
24 | Fructul: intensitatea culorii verzi excluzand pata (inainte de | medie 5
maturitate)
25 | Fructul: dungile verzi (inainte de maturitate) absente 1
26 | Fructul: dimensiunea mic 3
27 | Fructul: raportul lungime/diametru mult alungit 9
28 | Fructul: forma in seciune longitudinala obovat 9
29 | Fructul: cutele la nivelul pedunculului slabe 3
30 | Fructul: depresiunea la nivelul pedunculului medie 5
31 | Fructul: dimensiunea cicatricei pedunculului foarte mica 1
32 | Fructul: marimea cicatricei pistilului foarte mica 1
33 Fructul: forma varfului plat 3
34 | Fructul: diametrul miezului in sectiune transversald in raport | foarte mic 1
cu diametrul total
35 | Fructul: grosimea pericarpului subtire 3
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3
36 | Fructul: numirul de loje seminale 2 1
37 | Fructul: culoarea (la maturitate) rosu 5
38 | Fructul: culoarea pulpei (la maturitate) rogie 5
39 | Fructul: luciul pielitei slab 1
40 | Fructul: culoarea epidermei galbena 2
4] Fructul: fermitatea medie 5
43 | Epoca de inflorire timpurie 3
44 | Epoca de maturitate foarte precoce 1

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala

str. Andrei Doga, nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisindu, Republica Moldova
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Anexa 8. Acte de implementare

Aprob

Directorul adjunct al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor

Dna SMEREA? Syetlana, dr. biol.

Prin prezenta se confirma transmiterea Tn depozitoriul Bancii de gene a Laboratorului
Resurse Genetice Vegetale, a liniilor de tomate (Fachel 9/9 si Fachel 6/9) obtinute din populatiile
soiului Fachel descendente de la plante infectate cu virusul aspermiei tomatelor in urma
selectarilor si evaludrilor individuale. Cercetdrile au fost realizate de catre ANDRONIC Larisa
cercet. st. coord. Tn cadrul Laboratorului Biotehnologii Vegetale. Liniile de tomate Fachel 9/9 si
Fachel 6/9 se disting de genotipul initial prin Tmbinarea caracterelor valoroase, precum masa
fructului, continut ridicat de substante uscate, numar redus de seminte si rezistenta sporita la factori
biotici (bacterioze, stolbur). Liniile date sunt de perspectivd pentru ameliorare si studii

fitopatologice.

Seflab. Resurse Genetice Vegetale GANEA Anatolie, dr., conf. cercet.
Sef. Lab. Biotehnologii Vegetale MARITI Liliana, dr., conf. cercet.
Cercet. st. coordonator ANDRONIC Larisa, dr., conf. cerect.
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Ministerul Educatiei,

Culturii si Cercetdrii al Republicii Moldova
Universitatea de Stat "DImMrle Cantenilr**

str. Academiei 12, Chisma«. Republica Moldova, MD-2028
tei.; (+373) 022 73 80 16, fax: (+373) 022 73 74 44.
caiveterfepwiSifc.iikS, www.usdc.md

nr.Q/Cci -& din.

OS.oICHE>

UNIVERSITATEA

DIMITRIE CANTEMIR

Ministrs of Education.

Culture mul Research of 1ho Republic of Moldova
"Dimitrie Cantemir” State Universltv

3/2 Academiei str., Chisinau, MD-2028, Republic of Moldova
phone: (+373) 022 73 80 16, fax: (-373) 022 73 74 44.
caftceliniefg usdc.md, www.usde.tnd

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE

Prin prezenta se confirma ca rezultatele investigatiilor stiintifice efectuate Tn cadrul tezei

de doctor habilitat in biologie cu tema ’Citogenetica procesului de patogeneza virala la plantele

de cultura” a d-nei ANDRONIC Larisa au fost implementate Tn curriculum universitar pentru

licentd a disciplinelor “Biologie celulard’si "Histologie” la Departamentul $tiinte Biologice si

Geonomice al Universitatii de Stat ,,Dimitrie Cantemir”.

Prim-Prorecto

Facultatea Stiinte Fundamentale,

Decan

277

ROTARU Liliana, dr., conf. univ.

ELENCIUC Daniela, dr., conf. univ.


http://www.usdc.md
http://www.usde.tnd

Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza sunt rezultatul
propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza sa suport
consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Andronic Larisa

Semnatura

Data 16.11.2020
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- < Ul V) ~»  Curriculum Vitae
=\

INFORMATII PERSONALE  Andronic Larisa

I

B andronic.larisa@yahoo.com
Sexul F | Data nasterii 17/03/1964 | Nationalitatea MDA

LOCUL DE MUNCA LP. Institutul de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor

EXPERIENTA
PROFESIONALA

2019 o Director al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor

2013-2018 o director adjunct pe probleme stiintifice al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a

Plantelor

2010-2013 o director adjunct pe probleme stiinifice al Institutului de Genetica si Fiziologie a Plantelor
alASM

2005-2010 4  consultant, Consiliul National pentru Acreditare gi Atestare, Directia generala de atestare,
sectia stiinte reale

1999-2005 o cercetator stiintific coordonator, Institutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor, ASM

199%6-1999 cercetator stiintific superior, Institutul de Genetica al ASM

1996 — 1991 cercetator stiintific, Institutul de Genetica al ASM

1990 - 1987 doctorand, Institutul de Genetica al ASM

1987 — 1986

laborant, Institutul de Genetica al ASM.

EDUCATIE S| FORMARE

1981 -1986 Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie si Pedologie, studii superioare,
biolog (diploma cu mentiune, B-1, Nr. 515939, 27 iunie 1986)

1987 — 1991 Institutul de Genetica al ASM, studii doctorale, doctor in stiinte biologice (diploma seria KD
N 062000, Moscova)

2009-2010  |ngtitutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor al ASM, studii postdoctorale

COMPETENTE PERSONALE |

Limba materna Limba romana

INTELEGERE VORBIRE SCRIERE
Alte limbi straine cunoscute . Participare la .
Ascultare Citire P . Discurs oral
conversatie
© Uniunea Europeana, 2002-2013 | http://europass.cedefop.europa.eu Pagina1/6
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Limba rusa

Limba engleza

Competente
organizationale/manageriale
2019

2010-2018
2005 -2010

2006 - 2008

2004 - 2005

1996 — prezent

Activitatea de expertiza si

consultanta
2018

2018

2014 - 2017

2012 -2017

2011 -2016

2012 - prezent

2011 - prezent

Activitatea didactica

2010 — prezent

2007 - 2009

© Uniunea Europeana, 2002-2013 | http://europass.cedefop.europa.eu

Curriculum Vitae Andronic Larisa

B2 B1 B1 B1 B2

Director al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor

Director adjunct pe probleme stiintifice al Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a
Plantelor.

Consultant, Consiliul National pentru Acreditare si Atestare, Directia generala de atestare,
sectia stiinte reale (domeniile biologie, geografie, agricultura, medicina veterinara).

Secretar stiintific al Programului de Stat ,,Principii si procedee tehnologice de diminuare a
consecintelor calamitatilor naturale (seceta, ingheturi etc.) asupra plantelor de cultura’.

Secretar stiintific al Consiliului Stiintific Specializat, specialitatile: 03.00.15 - Genetica,
06.01.05 - Ameliorarea si producerea semintelor.

Secretar stiintific al Societatii Republicane de Microscopie Electronica.

Secretar stiintific al Comisiei de experti in stiinte biologice a Agentiei Nationale de
Asigurare a Calitatii in Educatie si Cercetare.

Evaluator al programelor de studii superioare de licentd in cadrul Agentiei Nationale
de Asigurare a Calitatii in Educatie si Cercetare.

Secretar stiintific al Comisiei unificate de experti in stiinte biologice si medicale a
Consiliului National pentru Acreditare si Atestare.

Secretar stiintific al Comisiei de experti in Biologie a Consiliului National pentru
Acreditare si Atestare.

Expert al Consiliului Consultativ de expertiza al CSSDT.

Secretar responsabil al revistei Buletinul ASM, seria Stiintele vietii, compartimentul
Genetica, Biologia moleculara si Ameliorarea.

Recenzent al revistelor Journal of Environmental Chemistry and Ecotoxicology
(ISSN 2141 - 226X), Journal of Agricultural Science and Technology A & Journal of
Agricultural Science and Technology B (ISSN 1939-1250), USA pe probleme din
domeniul citogeneticei.

Conferentiar universitar, catedra Biologie, facultatea Stiinte ale Naturii, Universitatea de
Stat Dimitrie Cantemir (Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei), disciplinele Biologie
celulara, Histologie vegetala, Metode citologice de studiu a celulelor si tesuturilor.

Conferentiar universitar, catedra Biologie vegetala, facultatea Biologie si Pedologie, USM,
disciplina Biologie celulara.
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Competente informatice
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2001

2017

INFORMATII
SUPLIMENTARE

Publicatii

Curriculum Vitae Andronic Larisa

= specialist calificat in citogenetica;

= tehnici de studiu a relatiilor gazda-patogen;

= mecanisme de inducere si cuantificare a variabilitdtii genetice la plantele de culturg;
= variabilitatea somaclonala si metode biotehnologice de inducere a biodiversitatii;

= manipulari biotehnologice de obtinere a materialului liber de virusuri;

= managementul sferei stiintei si inovarii in conditiile economiei de piata;

= politici si strategii in domeniul pregatirii cadrelor stiintifice de inalta calificare.

= 0 buna cunoastere a instrumentelor Microsoft Office ™

Cursurile “Account in the Base of National Standards. Computering implementation”,
Programul TACIS, Centrul de Business din Moldova. Cursurile ,Contabilitatea in Baza
Standardelor Nationale. Aplicati computerizate pentru contabilitate” conform
Programului TACIS in cadrul Centrului de Business din Moldova.

Cursul practic ”"Scrierea Proiectelor de Cercetare la H2020”, TSI Concultant&Training
SRL (Proiect ContraPlus®).

Rezultatele stiintifice sunt publicate in peste 150 lucrari stiintifice, inclusiv: 1 lucrare
metodica, 2 capitole in monografii, 5 articole in reviste cu factor de impact, 10 articole in
diferite reviste stiintifice internationale, 13 articole Tn reviste nationale de profil categoria B/C,
15 articole in culegeri stiinfifice internationale, 13 articole in culegeri de lucrari ale
conferintelor nationale, 42 materiale/ teze la conferinte/simpozioane stiintifice internationale
(peste hotare) si in republica; 3 lucrari electronice, 18 articole de popularizare a stiintei, 6
brevete de inventii, 2 brevete pentru soi de planta, 1 adeverinta de soi de planta. Realizarile
stiintifice au fost expuse si aprobate la 25/22 foruri stiintifice nationale/internationale.

Rezultatele inovationale au fost apreciate la saloane nationale/internationale de
inventica cu 12 medalii de aur, 3 argint si 1 bronz, 3 diplome de excelenta.

Cele mai importante lucrari stiintifice:

Manual
Andronic L. Biologie celulara. Chisinau, 2017, Tip. Biotehdesign, 207 p. ISBN 978-9975-
108-21-8
Articole de sinteza in reviste stiintifice cu factor de impact

Chiriac Gh. I., Andronic L., Bujoreanu V.V., Marii L. I. Features of crossing-over in virus-
infected tomato. Central European Journal of Biology, 2006, Vol.1, Nr.3, pp.386-398 (FI
0.662).
Andronic L., Jacota A.G, Bujoreanu V.V., Grigorov T.B. Genotoxicity of barley stripe
mosaic virus in infected host plants. Central European Journal of Biology, 2010. Vol.5, nr.5,
p.633-640 (Fl impact 0.915).
Smerea S., Andronic L., Grigorov T., Bujoreanu V. In vitro regenerative genotypic
specifity of meristems from virus infected grapevine cultivars. Romanian
Biotechnological Letters, 2010. Vol. 15, nr.2, p.19-25 (categoria A, Romania, FI
0.333).
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Andronic L. Viruses as trigger of DNA damage in host plants. Canadian Journal of Plant
Science. Canadian Journal of Plant Science, 2012, 92(6), 1083-1091. ISSN 0008-4220.
doi: 10.4141/cjps2011-197 (FI: 0,61).
Andronic L., Smerea S., Macovei E. In vitro response of anthers from different barley
genotypes in order to obtain haploid plants. Romanian Agricultural Research, nr. 32, 2015,
p. 3-10, DIl 2067-5720 RAR 2015-11, ISSN 1222 — 4227 (FI 0,485).
Articole in reviste stiintifice internationale

Angponuk J1.WU. MNonumopduram ropaenHoB B nonynsiumsax sipoBoro sumeHs (Hordeum
vulgare L.), NONy4YeHHbIX OT  BUPYC-MH(PULIMPOBAHHBLIX  POAUTEMLCKUX  OOPM.
Mnoposoacteo u arogosoacTteo Poccuun. Tom XXXIV, yacte 1, 2012, c. 17-23. ISSN:
2073-4948.
Smerea S., Andronic L. The increasing of the in vitro multiplication rate for grapevine
genotypes by application of low-intensity millimeter waves. Lucrari stiintifice. Seria
horticultura. Institutul Agronomie "lon lonescu de la Brad." lasi 2015, 52(2), p.45-50.
AHapoHuk J1.U., banawosa W.T., ByxopsiHy B.B., Cmeps C. B. Cneuudmyeckune peakumm
pasHbiX reHoTMnoB Tomata  Solanum lycopersicum L. Ha 3apaXkeHue BUpycaMmu.
lMnodosodcmeo u sieodoeodcmeo Poccuu, 2017, Tom XXXXVIII, yactb . c. 17-22, ISSN
2073-4948.

Articole in reviste stiintifice nationale, categoria B/C
Andronic L.I. Studiul variabilitétii somaclonale induse de virusul mozaicului conopidei la
plantele gazda. Analele USM, Studia Universitatis, Stiinte ale naturii, 2008. Vol. 7 (17),
p.28-32.
Andronic L., Jacota A. Evidenta schimburilor intre cromatidele surori la orz (Hordeum
vulgare L.) in cazul infecijei virale. Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiintele vietii,
2009, nr.2 (308), p.57-64.
Andronic L., Jacotd A, Grigorov T, Bujoreanu V. Studiul dividerilor mitotice in
meristemele radiculare la orz in diverse conditii de patogeneza virala. Buletinul Academiei
de Stiinte a Moldovei. Stiintele vietji, 2009, nr. 3(309), p. 74-81.
Andronic L.I. Evidence of meiotic recombination in virus infected tomato. Buletinul
Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiintele vietii, 2010, nr. 2(311), p. 8-16.
Andronic L., Rudacova A., Rotari A. Polimorfismul proteinelor de rezerva in populatiile
orzului de primavara (Hordeum vulgare L.) obfinute in condifii de infectie virala. Buletinul
Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiintele vietii, 2011, nr. 1(313), p. 73-79.
Grigorov T., Smerea S., Andronic L., Berzoi V. Variabilitatea caracterelor cantitative la orz
in generatiile Mo-Ms la plantele supuse actjunii infectjei virale. Buletinul ASM. Stiintele Vietii.
2013, 3 (321), p.83-89.
Andronic L., Macovei E., Smerea S. Ultrastructural evaluation and histological
peculiarities of androgenetic structures of barley. Buletinul ASM. Stiintele Vietii. 2015, 2
(326), p.53-58.
Andronic L., Port A., Duca M. Expression of some genes in barley under viral infection.
Buletinul ASM. Stiintele Vietii. 2015, 2 (326), p.59-65. Andronic L.; Bujoreanu V. Virusurile
tomatelor — citopatologie si diagnostic. Agricultura Moldovei, nr. 1-2, 2015, p.31-34.

Brevete de inventie
Procedeu de obtinere a recombinantilor la tomate Andronic L., Jacota ., Bujoreanu V.
Brevet de inventie nr.200 din 21.10.2009, MD BOPI nr.5, 2010
Procedeu de obtinere a recombinantilor de orz de primavara. Andronic L., Grigorov T.,
Bujoreanu V. Brevet de inventie nr.251 din 22.04.2010, MD BOPI nr.8, 2010.
Procedeu de obtinere a somaclonelor de varza. Andronic L. Brevet de inventie nr.461 din
03.06.2011, MD BOPI nr.1, 2012.
Procedeu de multiplicare microclonald a vitei de vie. Smerea S., Andronic L., Rotaru A.
Brevet de inventie nr.705 din 19.04.2013, MD BOPI nr.12, 2013
Procedeu de obtinere a plantelor de vita de vie libere de virusul rasucirii frunzelor. Smerea
S., Andronic L. Brevet de inventie nr. 847Z din 2015.07.31, MD BOPI nr.12, 2014.
Procedeu de inducere a haploizilor la orz. Smerea, S.; Andronic, L.; Macovei, E. Brevet
de inventie nr.1090 din 2017.07.30.
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Publicatii
Brevet pentru soi de planta

Marii L., Bujoreanu V., Andronic L., Smerea S., Botnari V. Tomate (Solanum lycopersicum
L.), soiul Anona. Nr. 276 din 2018.06.30.
Marii L., Bujoreanu V., Andronic L., Smerea S., Botnari V., Berzoi V. Tomate (Solanum
lycopersicum L.), soiul CisGen. Nr, 277 din 2018.06.30.

Adeverinta pentru soi de planta
Marii L., Bujoreanu V., Andronic L., Smerea S., Botnari V., Berzoi V. Soi de tomate
CisGen. Adeverinta pentru soi de planta nr.717.3. Soi inclus in Catalogul Soiurilor de
Plante al Republicii Moldova in anul 2018, Chisindu, 2018, p.43.

2015-2019 — director de proiect “Principii biotehnologice de studiu al interactiunii
dintre plantele de culturd si agentii viral” (proiect institutional fundamental);

e 2012-2013 — director de proiect bilateral ,Embriogeneza zigoticd — procedeu
biotehnologic eficient de eradicare a virusurilor la soiurile apirene de vita de vie,
(#5383 STCU/ASM);

e 2009-2011 — executor in proiectul international ,,Crearea colectiei de forme locale de
vitad de vie libere de virusuri cu rezistenta la factori de mediu” (#4073 STCU);

e 2008-2010 — participant in proiectul international ,Paradigma sinergeticd a
autoorganizarii si organizarii sistemului de cercetare-dezvoltare-inovare in Republica
Moldova in perioada de tranzitie la economia de piata in conditiile integrarii europene’
(#4082 STCU);

e 2006-2008 — executor in Programul de Stat ,Principii si procedee tehnologice de
diminuare a consecinfelor calamitatilor naturale (seceta, inghefuri efc.) asupra
plantelor de culturé”™,

e 1996-1998 — executor in cadrul programei de colaborare Institutul de Genetica al
ASM / Universitatea din Bucuresti (contract Nr. c¢.12-394, cu tema "Investigafii
imunologice si genetico-moleculare in modularea raspunsului imun");

e executor a 4 proiecte institutionale:

11.817.04.04F. Biotehnologii avansate si mecanisme genetice si fiziologice de
inducere a variabilitatii genotipice si formarea unui potential genetic sporit de
productivitate si rezistenta al Cs si C4 plantelor (2010-2014).
06.407.005.F. Studiul variabilitatii genetice indusa de factori fizici, chimici si biologici in
vivo si in vitro, evaluarea geneticd si moleculard a caracterelor de productivitate,
calitate gi rezistenta la conditiile nefavorabile ale mediului (2006-2010).
01.14.03F. Impactul agentilor fitopatogeni si bioreglatorilor naturali in inducerea i
selectarea variabilitdtii genetice la plante agricole cultivate in vitro si in vivo (2001-
2005).
Cercetarea mecanismelor de dirijarea a variabilitatii genetice la plante. Elaborarea a
noi principii si tehnologii de evaluare si selectare a genotipurlor valoroase. Elaborarea
metodelor eficiente de apreciere a productivitétii si rezistentei plantelor de cultura la
factorii nefavorabili pe baza principiilor biotehnologice (1996-2001).

Proiecte de cercetare
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Seminare stiintifice de profill

Asociatii stiintifice

Titlu stiintific

Abilitare in dreptul de conducere a
tezelor de doctorat

Distinctii
24 septembrie 2019

21 august 2019

23 mai 2019

26 noiembrie 2017

10 iunie 2016

01 iulie 2015
20 martie 2014
10 noiembrie 2014

10 noiembrie 2014

24 februarie 2011

© Uniunea Europeana, 2002-2013 | http://europass.cedefop.europa.eu

Andronic Larisa

Membru al Seminarelor stiintifice de profil la specialitatile 762.01.Genetica
vegetald, 411.04. Ameliorarea plantelor si producerea semintelor.

Membru al asociatiei internationale a cercetarii, educatiei si dezvoltarii
programelor "Agrobiodiversitatea pentru ameliorarea nutritiei, sénétatii si
calitatii viefir’.

Certificat nr. 0137-2015 MD.

Conferentiar cercetator, specialitatea Genetica vegetala (atestat seria CSS N
0468, 2000, Chisinau).

Pregatirea cadrelor de inalta calificare stiintifica prin studii doctorale la
specialitatea 162.01. Genetica vegetala (Hotararea CAa CNAAnr.1168 din 5
octombrie 2011, certificatul de abilitare seria C, nr. 2842 din 26.03.2018,
Decizia Consiliului de conducere ANACEC).

Medalia Jubiliara a Academiei de Stiinte Agricole si Silvice "Gheorghe
lonescu-Sisesti”, Bucuresti, Romania

Premiul National pentru stiinta. Hotarérea de Guvern nr. 419, 21 august
2019, Monitorului Oficial nr. 261-268 din 23 august 2019.

Premiul ,Cristalul Calitatii” si Diploma de Recunostinta a Agentiei Nationale
de Asigurare a Calitatii in Educatie si Cercetare pentru promovarea culturii
calitatii prin corectitudine, responsabilitate si profesionalism in activitatea de
evaluare externa a programelor de studii.

Medalia "Nicolae Milescu Spataru”, pentru rezultate valoroase obtinute Tn
cercetare, managementul stiintei si pregétirea cadrelor de inalta calificare.
Hotararea CSSDT din 26.10.2017.

Medalia "70 de ani de la crearea primelor institute de cercetare si a 55 de ani
de la fondarea Academiei de Stiinte a Moldovei", pentru rezultate valoroase
obtinute in cercetare, managementul stiintei si pregatirea cadrelor de inalta
calificare. Legitimatie nr. 352. Dispozitia Presedintelui ASM nr.09-116 din 10
iunie 2016.

Diploma Academiei de Stiinte a Moldovei cu prilejul Zilei Internationale a
Stiintei

Diploma de recunostinta a Academiei de Stiinte a Moldovei.

Diploma Consiliului National pentru Acreditare si Atestare.

Diploma Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectie a Plantelor cu prilejul
Zilei Internationale a Stiintei pentru dezvoltarea colaborarilor cu
institutii/organizatii din sfera stiintei si inovarii de peste hotare.

Diploma de recunostinta a Consiliului National pentru Acreditare si Atestare

pentru activitate fructuoasa si merite deosebite in pregatirea cadrelor de
nalta calificare stiintifica.
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