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Abstract. Morphometric characterization is an important element in the study of dynamic cellular behavior in 
plant responses to biotic and abiotic stimuli. The aim of study was to determine the morphometric parameters of 
meiocytes and pollen grains in different phases of microsporogenesis in fertile and induced androsterility sunflower 
plants. Thus, the comparative morphometric analysis revealed the gametocidal effect of gibberellin that is manifested 
as abnormal changes in shape and volume of cells. These modifications lead to deficiencies in the integrity/rigidity 
and, respectively, in the functionality of the cell wall, as well as in the physical properties of the protoplasm. The low 
values of morphometric parameters were also correlated with the degree of sterility of pollen grains.
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Rezumat. Caracterizarea morfometrică este un element important în studiul proceselor celulare dinamice ca 

răspuns la stimulii biotici şi abiotici. Scopul studiului constă în determinarea parametrilor morfometrici ai meiocitelor 
şi grăuncioarelor de polen în diferite faze ale microsporogenezei la plantele de floarea-soarelui fertile şi cu an-
drosterilitate indusă. Astfel, analiza morfometrică comparativă a relevat efectul gametocid al giberelinei exprimat 
prin schimbările anormale ale formei şi volumului celulelor. Aceste modificări induc deficienţe atât în integritatea/
rigiditatea şi, respectiv, în funcţionalitatea peretelui celular, cât şi în proprietăţile fizice ale protoplasmei. De ase-
menea, valorile scăzute ale parametrilor morfometrici au fost corelate cu gradul de sterilitate al grăuncioarelor de 
polen.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus; Morfologie celulară; Fertilitatea polenului; Androsterilitate indusă.

INTRODUCERE
Forma celulei este considerată un indicator important al proceselor intracelulare, fiind asociată cu un 

nivel înalt de specificitate în funcţie de tipul celulelor organelor şi ţesuturilor (Pelt, J. van et al. 2004). 
Morfologia celulară este dependentă cauzal de interacţiunile dinamice şi de echilibrul dintre forţele care 
apar între membranele citoscheletului, organite şi complexele de adeziune ce interrelaţionează cu matricea 
extracelulară în rezultatul acţiunii sistemelor de transducţie a semnalului de reglare (Watson, P.A. 1991). 

Conceptul de evaluare morfometrică a formelor celulare a fost introdus pentru prima dată la înce-
putul anilor 1900, presupunând studii asupra volumului celular (Jacob, W. 1925), asupra raportului 
dintre acesta şi dimensiunea nucleului (Heiberg, K.H. 1929). Cu toate acestea, instrumentele celulare 
de analiză morfometrică au început să fie utilizate în identificarea variaţiilor fenotipice celulare de către 
cercetători doar după 1980. 

Analiza morfologică a fost folosită cu succes la evaluarea diferenţierii celulelor (Wan, L.Q. et al. 
2010) şi la corelarea formei cu funcţia acestora (Watson, P.A. 1991; Costa, L.F. et al. 2002). Identificarea 
interconexiunilor funcţie–structură–morfologie în scopul evidenţierii şi asocierii formelor celulare cu 
procesele biologice a fost raportată în cazul proliferării (Chen, M. et al. 1997), diferenţierii (Watt, F.M. 
1988), migraţiei celulelor, precum şi cu referire la motilitatea şi dinamica creşterii acestora (Keren, K. 
2008; Xiong, Y., Iglesias, P.A. 2010).

Date privind asocierea corelaţiilor dintre parametrii morfometrici şi manifestarea funcţiei au fost 
raportate, în special, la celulele umane (Yu, H. et al. 2013). Studiind procesul de reproducere la animale, 
M.N. Sundararaman (2007) şi P. de Paz (2011) au demonstrat că parametrii morfologici ai gameţilor 
masculini pot fi utilizaţi în calitate de indicatori prognostici ai gradului de fertilitate. 

În ceea ce priveşte plantele, spre deosebire de regnul animal, există foarte puţine informaţii referitoa-
re la analiza morfometrică a celulelor sexuale. Astfel de cercetări au fost realizate în scopul asocierii for-
mei şi dimensiunii tetradelor şi grăuncioarelor de polen cu gradul de fertilitate al acestora (Rhee, N.K. 
2005). Deşi se cunoaşte că modificarea formei celulelor poate influenţa numeroase funcţii şi procese 
fiziologice, mecanismele care stau la baza acestor relaţii interdependente nu sunt pe deplin înţelese.

Având în vedere cele expuse, scopul lucrării constă în elucidarea unor aspecte morfometrice ale me-
iocitelor şi grăuncioarelor de polen la plantele de floarea-soarelui cu androsterilitate indusă.
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MATERIAL ŞI METODĂ

Materialul biologic de cercetare a inclus linia fertilă de floarea-soarelui SW501 din colecţia de ger-
moplasmă a companiei ”AŞP MAGROSELECT” din Soroca, care a fost utilizată în calitate de martor, 
şi plante cu androsterilitate indusă (ASI).

Pentru inducerea androsterilităţii, un eşantion de 50-55 de plante a fost stropit cu soluţie apoasă de 
acid giberelic AG3 (Sigma) în concentraţie de 0,01%, direct pe inflorescenţa în faza de butonizare R-2 
(Schneiter, A. 1981). În cazul martorului, la această etapă s-a folosit apa distilată.

 Analiza citologică a preparatelor obţinute din antere în diferite stadii de dezvoltare a celulelor 
mamă polinice – leptoten, pahiten, diviziuni, tetrade, microspor şi grăuncioare de polen – s-a realizat 
prin microscopie fotonică (Duca, M. 2013). Butoanele florale au fost fixate într-o soluţie de etanol cu 
acid acetic (3:1) pentru 24 ore la temperatura camerei, apoi au fost transferate în alcool etilic de 70% şi 
păstrate la 4°C, ulterior fiind colorate cu carmin acetic. Au fost studiate 15 antere extrase de la 5 butoni 
florali (1,5-4,0 mm), din 3 inflorescenţe (3 repetiţii individuale). Observaţiile microscopice şi microfo-
tografiile s-au efectuat cu microscopul fotonic (XSZ-206T, Ningbo Wason Optical Instrument Co.,Ltd) 
dotat cu camera CCD (MEM1300, Future Optics Sci. & Tech. Co., Ltd). Preparatele citologice au fost 
analizate la obiective cu factorul de mărire 40X şi 100X.

REZULTATE ŞI DISCUŢII

Studiul computerizat al imaginilor microscopiei fotonice a permis identificarea valorilor pentru arie, 
perimetru şi lungime la meiocitele şi grăuncioarele de polen colectate din anterele plantelor fertile (plan-
tele martor) şi cele cu ASI ale liniei SW501 la diferite faze de dezvoltare (leptoten, pahiten, diviziuni, 
tetrade şi microspor). Abordarea descriptivă a profilului meiotic completată cu parametrii dimensionali 
sporeşte relevanţa caracterizării microsporogenezei la plantele androsterile în raport cu cele fertile, ofe-
rind criterii cuantificabile, care pot argumenta o diferenţiere a anomaliei în analiza citologică.

Astfel, fenotipul meiotic al celulelor mamă polinice şi al microsporilor la plantele martor a prezentat 
formă celulară regulată (fig. 1.I), comparativ cu cele tratate, la care s-au evidenţiat modificări în morfo-
logie şi dimensiune (fig. 1.II). 

Figura 1. Celule-mamă polen în diferite etape ale microsporogenezei. I – plante fertile, II – plante cu 
ASI cu giberelină; A,F - leptoten; B,G - pahiten; C,H - diviziuni; D,I - tetrade; E,J – microspori x1600 

(C, F); x640 (A, B, D, E, G, H, I, J).

Aria celulelor la plantele martor este de 1106,9 µm2 în leptoten şi de 1110,6 de µm2 în pahiten (fig. 
2.a). Aplicarea exogenă a giberelinei a determinat micşorarea suprafeţei celulare în fazele timpurii 
ale meiozei, astfel încât, la varianta tratată, aria a fost de 955,9 µm2 în leptoten şi de 965,3 µm2 în 
pahiten. 

În faza de diviziuni, la varianta martor, meiocitele indică valori mai mari (1256,9 µm2), care ulterior 
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se micşorează nesemnificativ până la 1193,8 µm2 datorită transformărilor morfo-fiziologice care au loc 
la formarea tetradelor. 

Ca şi în fazele precedente, la plantele cu ASI se păstrează o tendinţă de micşorare a valorilor pentru 
arie în faza de diviziuni – 1153,5 µm2 – şi în faza de tetrade – 1145,6 µm2. 

Microsporii tineri, eliberaţi din tetrade, au prezentat o suprafaţă de 311,8 µm2 la varianta martor şi 
una comparativ mai mică, de 291,5 µm2, la cea tratată cu AG3.

Un alt parametru analizat este perimetrul celulelor. La plantele de control, în decursul celor două 
divideri meiotice (leptoten – 120,3 µm şi tetrade – 128,4 µm) până la faza de microspor, valorile peri-
metrului celulelor variază foarte puţin (cu doar 8 µm), indicând o tendinţă de creştere treptată, similară 
celei determinate la măsurarea ariei celulelor analizate. La plantele tratate, datorită efectului gametocid 
al giberelinei, care induce modificări în morfologia celulelor, datele obţinute pentru perimetrul celulelor 
în decursul celor două diviziuni sunt cuprinse între 95,8 µm (leptoten) şi 115,2 µm (tetrade). 

În cazul microsporilor, la plantele de control perimetrul a indicat valori de 55,2 µm, iar la varianta 
tratată – cu 7 µm mai puţin (fig. 2.b). 

Al treilea indice analizat este lungimea, care, la plantele de control, a variat neesenţial în primele faze 
ale microsporogenezei (leptoten – 41,8 µm şi tetrade – 47,3 µm). La plantele cu ASI, ca şi în cazul ce-
lorlalţi parametri analizaţi, lungimea celulelor a fost mai mică, astfel că în faza leptoten celulele-mamă 
polinice au avut 34,7 µm, iar în tetrade – 44,3 µm. 

În următoarea fază a microsporogenezei, micşorarea diametrului microsporilor de la 21,1 µm, la 
varianta martor, până la 16,4 µm, la cea tratată, a fost asociată cu inducerea androsterilităţii şi formarea 
polenului steril (fig. 2.c) .
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Figura 2. Analiza comparativă a parametrilor morfometrici ai meiocitelor şi  
microsporilor la plantele cu ASI tratate cu AG3 în raport cu cele fertile

Notă: Fazele microsporogenezei: I-leptoten; II-pahiten; III-diviziuni; IV-tetrade; V-microspor.
Axa ordonatelor: diferenta experienţă-control, unde controlul este considerat 100%

Generalizând datele obţinute în studiu, se poate constata că celulele cu cele mai reduse valori ale 
indicilor studiaţi, în raport cu varianta martor, au fost observate în primele două faze ale meiozei. Astfel, 
în leptoten aria s-a micşorat cu 13%, perimetrul – cu 20% şi lungimea – cu 17%, iar în faza pahiten, pa-
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rametrii numiţi s-au redus cu 13%, 25% şi, respectiv, cu 19% (fig. 2). Este important de menţionat faptul 
că între aceşti trei parametri este o interdependenţă puternică, coeficientul de corelaţie (r) dintre valorile 
procentuale ale diferenţelor faţă de martor fiind 0,85 în cazul relaţiei arie–perimetru, 0,94 în cazul rela-
ţiei arie–lungime şi 0,97 în cazul relaţiei perimetru–lungime (fig. 2). Modificările anormale în fenotipul 
celulelor-mamă polinice sunt evidente şi datorită valorilor mai mici ale coeficientului de corelaţie dintre 
arie şi perimetru. Acest fapt indică asupra unui contur al meiocitelor, cu invaginări, reprezentând astfel 
anomalii de formă şi volum cauzate de acţiunea negativă a giberelinei.

Modificările morfologice care pun în evidenţă efectul gametocid al acidului giberelic în primele faze 
de dezvoltare a gameţilor masculini se constată şi în faza de maturizare a acestora. Astfel, la plantele 
androfertile din varianta de control grăuncioarele de polen au măsurat în diametru 33,4 µm. În varian-
tele tratate chimic acest parametru s-a micşorat cu 3%. De asemenea, în cazuri separate, a fost observat 
un număr mic, nereprezentativ, de microspori sterili cu vacuole exagerat de mari, condiţionând astfel 
şi un diametru mai mare comparativ cu martorul (fig. 3). Aceste variaţii în dimensiuni ale parametrilor 
morfometrici în raport cu valorile caracteristice speciei/genotipului confirmă o dată în plus că datele 
morfometrice pot fi utile în determinarea sterilităţii plantelor. 
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 Figura 3. Parametrii dimensionali ai grăuncioarelor de polen şi gradul de fertilitate (%)

Rezultate similare au fost raportate la hibrizii interspecifici de crini, la care grăuncioarele de polen 
sterile au demonstrat dimensiuni mai reduse comparativ cu cele fertile (Rhee, H.K. 2005). Analiza ca-
racterelor morfologice ale polenului a fost realizată şi la unele forme mutante de tomate, determinându-
se că eroarea foarte mare a mediilor ariei, perimetrului şi diametrului grăuncioarelor de polen indică 
eterogenitatea caracterului analizat, la care şi variabilitatea este foarte mare (Toderaş, L. 1992).

Analiza morfometrică comparativă a meiocitelor şi grăuncioarelor de polen la plantele de floarea-soa-
relui tratate cu giberelină a evidenţiat efectul gametocid exprimat prin modificarea anormală a conturului/
formei şi volumului celulelor, ceea ce presupune prezenţa unor deficienţe atât la nivelul integrităţii/rigidi-
tăţii şi, respectiv, al funcţionalităţii peretelui celular, cât şi la nivelul proprietăţilor fizice ale protoplasmei.

CONCLUZII

Studiul citologic al microsporogenezii la plantele de floarea-soarelui (SW501) cu adrosterilitate in-
dusă de acidul giberelic, aplicat în concentraţia de 0,01%, a pus în evidenţă aspecte morfometrice anor-
male ale meiocitelor şi grăuncioarelor de polen specifice fenotipului steril.

În primele faze de dezvoltare a polenului (meiocit, tetradă, microspor), parametrii analizaţi au de-
monstrat devieri de la normă preponderent la nivel de dimensiuni şi devieri mai puţin evidente în confi-
guraţia geometrică care determină forma celulei.
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