Stiinta agricola, nr. 2 (2017) (11-15) 11

CZU 633.854.78:581.162.41
ASPECTE MOFROMETRICE ALE MEIOCITELOR SI
GRAUNCIOARELOR DE POLEN LA PLANTELE DE

FLOAREA-SOARELUI CU ANDROSTERILITATE INDUSA
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Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei

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 morfometrica este un element important in studiul proceselor celulare dinamice ca
raspuns la stimulii biotici si abiotici. Scopul studiului consta in determinarea parametrilor morfometrici ai meiocitelor
si grauncioarelor de polen in diferite faze ale microsporogenezei la plantele de floarea-soarelui fertile si cu an-
drosterilitate indusa. Astfel, analiza morfometrica comparativa a relevat efectul gametocid al giberelinei exprimat
prin schimbarile anormale ale formei si volumului celulelor. Aceste modificari induc deficiente atat in integritatea/
rigiditatea si, respectiv, in functionalitatea peretelui celular, cat si in proprietatile fizice ale protoplasmei. De ase-
menea, valorile scazute ale parametrilor morfometrici au fost corelate cu gradul de sterilitate al grauncioarelor de
polen.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus; Morfologie celulara; Fertilitatea polenului; Androsterilitate indusa.

INTRODUCERE

Forma celulei este considerata un indicator important al proceselor intracelulare, fiind asociata cu un
nivel nalt de specificitate in functie de tipul celulelor organelor si tesuturilor (Pelt, J. van et al. 2004).
Morfologia celulara este dependenta cauzal de interactiunile dinamice si de echilibrul dintre fortele care
apar intre membranele citoscheletului, organite si complexele de adeziune ce interrelationeaza cu matricea
extracelulara in rezultatul actiunii sistemelor de transductie a semnalului de reglare (Watson, P.A. 1991).

Conceptul de evaluare morfometrica a formelor celulare a fost introdus pentru prima data la ince-
putul anilor 1900, presupunand studii asupra volumului celular (Jacob, W. 1925), asupra raportului
dintre acesta si dimensiunea nucleului (Heiberg, K.H. 1929). Cu toate acestea, instrumentele celulare
de analiza morfometrica au inceput sa fie utilizate in identificarea variatiilor fenotipice celulare de catre
cercetatori doar dupa 1980.

Analiza morfologica a fost folosita cu succes la evaluarea diferentierii celulelor (Wan, L.Q. et al.
2010) si la corelarea formei cu functia acestora (Watson, P.A. 1991; Costa, L.F. et al. 2002). Identificarea
interconexiunilor functie—structurdi—morfologie in scopul evidentierii si asocierii formelor celulare cu
procesele biologice a fost raportata in cazul proliferarii (Chen, M. et al. 1997), diferentierii (Watt, F.M.
1988), migratiei celulelor, precum si cu referire la motilitatea si dinamica cresterii acestora (Keren, K.
2008; Xiong, Y., Iglesias, P.A. 2010).

Date privind asocierea corelatiilor dintre parametrii morfometrici §i manifestarea functiei au fost
raportate, in special, la celulele umane (Yu, H. et al. 2013). Studiind procesul de reproducere la animale,
M.N. Sundararaman (2007) si P. de Paz (2011) au demonstrat cd parametrii morfologici ai gametilor
masculini pot fi utilizati in calitate de indicatori prognostici ai gradului de fertilitate.

In ceea ce priveste plantele, spre deosebire de regnul animal, existi foarte putine informatii referitoa-
re la analiza morfometrica a celulelor sexuale. Astfel de cercetari au fost realizate in scopul asocierii for-
mei si dimensiunii tetradelor si grauncioarelor de polen cu gradul de fertilitate al acestora (Rhee, N.K.
2005). Desi se cunoaste cd modificarea formei celulelor poate influenta numeroase functii si procese
fiziologice, mecanismele care stau la baza acestor relatii interdependente nu sunt pe deplin intelese.

Avand in vedere cele expuse, scopul lucrarii consta 1n elucidarea unor aspecte morfometrice ale me-
iocitelor si grauncioarelor de polen la plantele de floarea-soarelui cu androsterilitate indusa.
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MATERIAL SI METODA

Materialul biologic de cercetare a inclus linia fertila de floarea-soarelui SW501 din colectia de ger-
moplasma a companiei "ASP MAGROSELECT” din Soroca, care a fost utilizata in calitate de martor,
si plante cu androsterilitate indusa (ASI).

Pentru inducerea androsterilitatii, un esantion de 50-55 de plante a fost stropit cu solutie apoasa de
acid giberelic AG, (Sigma) in concentratie de 0,01%, direct pe inflorescenta in faza de butonizare R-2
(Schneiter, A. 1981). In cazul martorului, la aceasta etapa s-a folosit apa distilata.

Analiza citologica a preparatelor obtinute din antere in diferite stadii de dezvoltare a celulelor
mama polinice — leptoten, pahiten, diviziuni, tetrade, microspor si grauncioare de polen — s-a realizat
prin microscopie fotonicd (Duca, M. 2013). Butoanele florale au fost fixate intr-o solutie de etanol cu
acid acetic (3:1) pentru 24 ore la temperatura camerei, apoi au fost transferate in alcool etilic de 70% si
pastrate 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 inflorescente (3 repetitii individuale). Observatiile microscopice si microfo-
tografiile s-au efectuat cu microscopul fotonic (XSZ-206T, Ningbo Wason Optical Instrument Co.,Ltd)
dotat cu camera CCD (MEM 1300, Future Optics Sci. & Tech. Co., Ltd). Preparatele citologice au fost
analizate la obiective cu factorul de marire 40X si 100X.

REZULTATE SI DISCUTII

Studiul computerizat al imaginilor microscopiei fotonice a permis identificarea valorilor pentru arie,
perimetru si lungime la meiocitele si grauncioarele de polen colectate din anterele plantelor fertile (plan-
tele martor) si cele cu ASI ale liniei SW501 la diferite faze de dezvoltare (leptoten, pahiten, diviziuni,
tetrade si microspor). Abordarea descriptiva a profilului meiotic completatd cu parametrii dimensionali
sporeste relevanta caracterizarii microsporogenezei la plantele androsterile in raport cu cele fertile, ofe-
rind criterii cuantificabile, care pot argumenta o diferentiere a anomaliei in analiza citologica.

Astfel, fenotipul meiotic al celulelor mama polinice si al microsporilor la plantele martor a prezentat
forma celulara regulata (fig. 1.1), comparativ cu cele tratate, la care s-au evidentiat modificari in morfo-
logie si dimensiune g’l_g 1.1D). _
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Figura 1. Celule-mama polen in diferite etape ale microsporogenezei. I — plante fertile, 1l — plante cu
ASI cu giberelina; AF - leptoten; B,G - pahiten; C,H - diviziuni; D,I - tetrade; E,J — microspori x1600
(C, F); x640 (A4, B, D, E, G, H, 1, J).

Aria celulelor la plantele martor este de 1106,9 um?2 in leptoten si de 1110,6 de um?2 1n pahiten (fig.
2.a). Aplicarea exogend a giberelinei a determinat micsorarea suprafetei celulare in fazele timpurii
ale meiozei, astfel incat, la varianta tratata, aria a fost de 955,9 um?2 in leptoten si de 965,3 um2 in
pahiten.

In faza de diviziuni, la varianta martor, meiocitele indica valori mai mari (1256,9 pm2), care ulterior
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se micsoreaza nesemnificativ pana la 1193,8 um?2 datorita transformarilor morfo-fiziologice care au loc
la formarea tetradelor.

Ca si 1n fazele precedente, la plantele cu ASI se pastreaza o tendinta de micsorare a valorilor pentru
arie in faza de diviziuni — 1153,5 um2 — si in faza de tetrade — 1145,6 um2.

Microsporii tineri, eliberati din tetrade, au prezentat o suprafata de 311,8 um?2 la varianta martor §i
una comparativ mai mica, de 291,5 um2, la cea tratatd cu AG3.

Un alt parametru analizat este perimetrul celulelor. La plantele de control, in decursul celor doua
divideri meiotice (leptoten — 120,3 pum si tetrade — 128,4 um) pana la faza de microspor, valorile peri-
metrului celulelor variaza foarte putin (cu doar 8 um), indicand o tendinta de crestere treptata, similara
celei determinate la masurarea ariei celulelor analizate. La plantele tratate, datorita efectului gametocid
al giberelinei, care induce modificari in morfologia celulelor, datele obtinute pentru perimetrul celulelor
in decursul celor doua diviziuni sunt cuprinse intre 95,8 um (leptoten) si 115,2 um (tetrade).

In cazul microsporilor, la plantele de control perimetrul a indicat valori de 55,2 pm, iar la varianta
tratatd — cu 7 pm mai putin (fig. 2.b).

Al treilea indice analizat este lungimea, care, la plantele de control, a variat neesential in primele faze
ale microsporogenezei (leptoten — 41,8 um si tetrade — 47,3 um). La plantele cu ASI, ca si in cazul ce-
lorlalti parametri analizati, lungimea celulelor a fost mai mica, astfel ca in faza leptoten celulele-mama
polinice au avut 34,7 um, iar in tetrade — 44,3 um.

In urmatoarea faza a microsporogenezei, micsorarea diametrului microsporilor de la 21,1 um, la
varianta martor, pana la 16,4 um, la cea tratata, a fost asociata cu inducerea androsterilitatii si formarea
polenului steril (fig. 2.c) .
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Figura 2. Analiza comparativa a parametrilor morfometrici ai meiocitelor si
microsporilor la plantele cu ASI tratate cu AG ,in raport cu cele fertile
Nota: Fazele microsporogenezei: I-leptoten; II-pahiten; III-diviziuni; [V-tetrade; V-microspor.
Axa ordonatelor: diferenta experienta-control, unde controlul este considerat 100%

Generalizand datele obtinute in studiu, se poate constata ca celulele cu cele mai reduse valori ale
indicilor studiati, in raport cu varianta martor, au fost observate in primele doua faze ale meiozei. Astfel,
in leptoten aria s-a micsorat cu 13%, perimetrul — cu 20% si lungimea — cu 17%, iar 1n faza pahiten, pa-



Victoria Nechifor. Aspecte morfometrice ale meiocitelor si grauncioarelor de polen la plantele de... (11-15)

14 Stiinta agricola, nr. 2 (2017)

rametrii numiti s-au redus cu 13%, 25% si, respectiv, cu 19% (fig. 2). Este important de mentionat faptul
ca intre acesti trei parametri este o interdependenta puternica, coeficientul de corelatie (r) dintre valorile
procentuale ale diferentelor fata de martor fiind 0,85 in cazul relatiei arie—perimetru, 0,94 in cazul rela-
tiei arie—lungime si 0,97 in cazul relatiei perimetru—lungime (fig. 2). Modificarile anormale in fenotipul
celulelor-mama polinice sunt evidente si datoritd valorilor mai mici ale coeficientului de corelatie dintre
arie si perimetru. Acest fapt indicé asupra unui contur al meiocitelor, cu invaginari, reprezentand astfel
anomalii de forma si volum cauzate de actiunea negativa a giberelinei.

Modificarile morfologice care pun in evidenta efectul gametocid al acidului giberelic in primele faze
de dezvoltare a gametilor masculini se constata si in faza de maturizare a acestora. Astfel, la plantele
androfertile din varianta de control grauncioarele de polen au masurat in diametru 33,4 pm. in varian-
tele tratate chimic acest parametru s-a micsorat cu 3%. De asemenea, in cazuri separate, a fost observat
un numar mic, nereprezentativ, de microspori sterili cu vacuole exagerat de mari, conditionand astfel
si un diametru mai mare comparativ cu martorul (fig. 3). Aceste variatii in dimensiuni ale parametrilor
morfometrici in raport cu valorile caracteristice speciei/genotipului confirmd o data in plus ca datele
morfometrice pot fi utile In determinarea sterilitatii plantelor.
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Figura 3. Parametrii dimensionali ai grauncioarelor de polen si gradul de fertilitate (%)

Rezultate similare au fost raportate la hibrizii interspecifici de crini, la care grauncioarele de polen
sterile au demonstrat dimensiuni mai reduse comparativ cu cele fertile (Rhee, H.K. 2005). Analiza ca-
racterelor morfologice ale polenului a fost realizata si la unele forme mutante de tomate, determinandu-
se ca eroarea foarte mare a mediilor ariei, perimetrului si diametrului grauncioarelor de polen indica
eterogenitatea caracterului analizat, la care si variabilitatea este foarte mare (Toderas, L. 1992).

Analiza morfometrica comparativa a meiocitelor si grauncioarelor de polen la plantele de floarea-soa-
relui tratate cu giberelind a evidentiat efectul gametocid exprimat prin modificarea anormala a conturului/
formei si volumului celulelor, ceea ce presupune prezenta unor deficiente atat la nivelul integritatii/rigidi-
tatii si, respectiv, al functionalitatii peretelui celular, cat si la nivelul proprietatilor fizice ale protoplasmei.

CONCLUZII

Studiul citologic al microsporogenezii la plantele de floarea-soarelui (SW501) cu adrosterilitate in-
dusa de acidul giberelic, aplicat in concentratia de 0,01%, a pus in evidentd aspecte morfometrice anor-
male ale meiocitelor si grauncioarelor de polen specifice fenotipului steril.

In primele faze de dezvoltare a polenului (meiocit, tetrada, microspor), parametrii analizati au de-
monstrat devieri de la norma preponderent la nivel de dimensiuni si devieri mai putin evidente in confi-
guratia geometrica care determina forma celulei.
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