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THE FUNCTIONALITY OF THE MALE GAMETOPHYTE IN THE OFFSPRING OF
VIRUS-REINFECTED TOMATO PLANTS

Summary. The article discusses the functionality of the male gametophyte in tomato
offspring obtained from plants reinfected with Tobacco Mosaic Virus and Tomato Aspermy Virus.
It was established that the plants from experimental variants showed specific responses associated
with the change of the male gametophyte activity, that allows to the identification of resistant
genotypes based on the established variability. According to the results of the ANOVA test, the
variability of the pollen viability was primarily influenced by the genotype, which is important for
the elucidation of the genetic basis of the reinfected genotypes and their descendants, as well as for
breeding works. Genotypes that showed a high level of functionality of the male gametophyte under
optimal and stressful conditions were highlighted, which allows their use in further research.

Keywords: tomato, pollen grain, virus, source of variation, variability, resistance.

Introducere

Este cunoscut faptul, ca actiunea organismelor fitopatogene, ce provoaca imbolnavirea
plantelor, contribuie la pierderi economice semnificative. Sunt cunoscute numeroase cazuri, cand
in rezultatul infectiilor puternice la plante in unele ecosisteme s-a Tnregistrat un procent destul de
mare de pierderi la culturi valoroase [1]. Bolile virale se numara printre cele mai daundtoare grupe
de infectii, ce provoaca pierderi anuale de recolte care depasesc 25%, fapt ce poate fi explicat prin
lipsa unor masuri eficiente de combatere a acestora in conditii de camp, precum si a nivelului
insuficient de rezistenta a culturilor [2]. Patrunderea si reproducerea virusurilor in celulele gazdelor
susceptibile provoacd modificari ale metabolismului plantelor, perturbarea dezvoltdrii si
functionalitatii diferitelor tesuturi si organe. La plantele infectate actiunea fitovirusurilor schimba
functionalitatea celulelor, ceea ce contribuie la inducerea diverselor modificari genetice, care apar
ca urmare a efectelor negative asupra sferei generative ale plantei-gazda. in pofida faptului ca
dezvoltarea bolii si reactiile defensive au loc simultan, contributia fiecdruia dintre aceste procese in
modificarile stabilite depinde in mod semnificativ de susceptibilitatea plantei la virus [3]. Astfel,
actiunea agentilor patogeni prezintd unul dintre multiplele stresuri, ce influentiazd semnificativ
asupra plantelor. Se cunoaste, ca in conditii naturale evolutia rezistentei plantelor la un fitopatogen
(virus, bacterie sau ciupercd) este rezultatul interactiunii constante intre planta si respectivul agent
patogen [4].

Influenta constantd a stresului provoacd manifestarea caracterelor adaptative, ce sunt
valoroase pentru un anumit mediu. S-a demonstrat, ca n majoritatea cazurilor selectia genotipurilor
adaptive necesita mult timp. Totodata, avand in vedere ca plantele au capacitatea de a se aclimatiza
intr-un timp mult mai scurt, modificarca homeostaziei poate fi folositd pentru adaptarca
metabolismului la un mediu nou [5]. Conform datelor din literatura, homeostaza metabolica are un
impact decisiv asupra mentinerii viabilitatii si fertilitdtii polenului in conditii stresogene [6]. S-a
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demonstrat, ca actiunea factorilor biotici, precum si abiotici, asupra etapele generative contribuie la
diminuarea productivitatii polenului, aparitia unui sir de modificari morfologice ale grauncioarelor
de polen, generarea diferentelor majore in performanta gametofitului mascul [7-9]. Prin urmare,
conditiile mediului de crestere ale genitorilor afecteaza numarul si calitatea descendentilor. Cu toate
acestea, doar in cateva studii au fost prezentate date privind modificarea viabilitatii polenului la
generatiile segregante in baza selectarii grauncioarelor de polen cu fertilitate ridicata [10]. Pentru a
depasi consecintele negative ale unor astfel de infectii, devin relevante cercetarile privind raspunsul
genotipurilor la actiunea agentilor patogeni virali, bazate pe utilizarea atat a metodelor clasice, cat si
a celor netraditionale (expres), inclusiv a metodelor de selectie la nivel de gametofit mascul. Iin
vederea imbunatatirii calitatii gametofitului mascul si sporirii adaptivitatii sistemului de reproducere
la actiunea factorilor abiotici si biotici, un rol important ii revine gamei si tipului variatiei genetice,
asociate cu viabilitatea polenului [11]. Tn acest context, prezinti interes studiul activitatii
gametofitului mascul la descendentii plantelor reinfectate cu virusuri.

Luand in considerare faptul, ca in literatura de specialitate informatia privind particularitatile
manifestarii indicelor gametofitului mascul la descendentii, obtinuti de la plantele supuse
reinfectdrii cu virusuri este limitata, scopul cercetarilor realizate a constatat in studiul variabilitatii
gametofitului mascul la descendentii plantelor de tomate reinfectate cu virusuri.

Materiale si metode
In calitate de material experimental au fost utilizati descendentii plantelor de tomate Mary
Gratefully, Venet, Flacara, Rufina (variante martor, reinfectare VMT2, reinfectare VAT2); forma
spontana: Solanum pimpinellifolium (variante martor, reinfectare VMT2, reinfectare VAT?2),
obtinuti in conditii de reinfectare cu VMT- virusul mozaicul tutunului; VAT - virusul aspermiei
tomatelor. Experientele au fost realizate in conditii de laborator si solariu. Materialul biologic a
fost cultivat in conditii de solariu conform metodei standart. In scopul aprecierii calitatii polenului
au fost colectate flori de la descendentii genotipurilor reinfectate si varianta martor. Determinarea
viabilitatii gametofitului mascul s-a efectuat prin cultivarea grauncioarelor de polen in termostat
cu regim termic optim - 26 - 28°C pe mediu nutritiv artificial, ce contine solutie apoasa de
zaharozi — 15%, acid boric — 0,006%. In baza studiului microscopic au fost determinati urmatorii
indici: viabilitatea polenului; lungimea tuburilor polenice (TP), cét si coraportul acestor indici la
plantele martor si descendentii VMT2/VAT2. Analizele statistice si prezentarea datelor obtinute au
fost realizate cu ajutorul programelor Statgraphics v.5.0; Excel 2013. Pentru aprecierea ponderii
genotipului, factorilor stresogeni si interactiunii acestora in sursa de variatie a caracterelor analizate

a fost aplicatd analiza dispersionald polifactoriald (ANOVA).

Rezultate si discutii

Urmare a estimarii genotipurilor analizate dupa variabiltatea gametofitului mascul a fost
stabilit, cd descendentii plantelor reinfectate VAT2 au atestat in medie reducerea viabilitatii
polenului cu 12,2% fata de martor, desi la descendentii VMT2 valorile acestui caracter nu au
prezentat diferente semnificative comparativ cu martorul. Rezultatele aprecierii dimensiunilor
tuburilor polenice au permis sd constatam la descendentii VMT2/VAT2 depasirea cu 25,2 si 31,6%
(respectiv) a valorilor acestui caracter comparativ cu plantele sanatoase (Fig.1).

Totodata a fost constatat, ca descendentii VMT2/VAT?2 la nivel haploid au manifestat reactii
specifice, exprimate prin modificarea caracterelor studiate. Astfel, la soiurile Venet s1 Mary
Gratefully VMT2/VAT?2 viabilitatea polenului s-a redus comparativ cu martorul, adica s-a observat
inhibarea caracterului. La soiul Rufina si S.pimpinellifolium VMT?2 s-a stabilit efectul opus, valorile
viabilitatii polenului au depasit indicatorii martorului, deci a fost inregistrata influenta stimulatoare.
De mentionat, ca conform datelor anterioare, la plantele reinfectate cu virusuri gametofitul mascul
de asemenea a reactionat diferentiat: in 50% din variantele analizate a fost stabilitd diminuarea
viabilitatii polenului cu 4,5...28,9% si reducerea dimensiunilor tuburilor polenice cu 12,3...34,4%:;
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in 30% din cazuri viabilitatea polenului si lungimea tuburilor s-au majorat cu 9,4...27,4% si
9,6...18,0% respectiv.

Viabilitatea polenului.% Lungimea TP, un.conv.
VAT 2 VAT 2 *
VMT 2 TorrrrrrerrT VMT 2 T
Martor Martor * ‘

0 20 40 60 0 20 40 60

Figura 1. Variabilitatea indicelor gametofitului mascul la descendentii
plantelor reinfectate VMT/VAT

In comparatie cu descendentii plantelor primar infectate descendentii VMT2/VAT? au atestat
reducerea viabilitatii polenului mai mare cu 6,0...48,0%, cu exceptia s.Flacara VMT2 si
S.pimpinellifolium VMT2/VAT2. Astfel, ca urmare a comparatiei raspunsurilor la infectarea sau
reinfectarea plantelor in generatia anterioara s-a constatat la descendentii VMT2/VAT2 o modificare
mai pronuntata a indicilor analizati fatd de descendentii plantelor primar infectate (Fig.2).
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Figura 2. Studiul activitatii gametofitului mascul la descendentii plantelor primar
infectate/reinfectate VMT/VAT

Se cunoaste, cd lungimea tuburilor polenice este un caracter important, ce caracterizeaza
viteza lor de crestere si este asociat cu succesul fecundarii si calitatii semintelor, deci este un
indicator ce poate specifica functionalitatea polenului. Avand in vedere faptul, ca nu toate
grauncioarele de polen au reactionat in mod egal la reinfectarea cu virusuri, a fost studiat caracterul
de distributie a tuburilor polenice dupa dimensiunile acestora. Rezultatele obtinute au constatat la
descendentii VMT2/VAT?2 modificari in repartizarea acestora dupa indicele analizat. Astfel, la
descendentii VAT2 1n raport cu plantele primar infectate a fost stabilita diminuarea amplitudinei de
variatie dupd caracterul dat, cat si majorarea frecventei de aparitie a tuburilor polenice cu
dimensiuni medii (Fig. 3A).
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Figura 3. Distributia grauncioarelor de polen in baza lungimii tuburilor polenice,
sub influenta infectarii si reinfectarii plantelor cu VMT/VAT

Totodatd unii descendenti, de exemplu Mary Gratefully VMT2/VAT2, au atestat, fatd de
martor, formarea sporitd a tuburilor cu dimensiuni medii si mari, $i au avut amplituda de variatie
mai larga (Fig. 3B).

Modificarile identificate pot fi asociate cu majorarea vitezei de crestere a tuburilor polenice
la aceste genotipuri, ca urmare a procesului de eliminare a grauncioarelor de polen cu viabilitatea
redusd 1n conditii de reinfectare cu virusuri. Prelucrarea statisticd a datelor obtinute prin analiza
dispersionald a permis evidentierea surselor de baza ale variabilitatii si determinarea cotelor de
influente a fiecdrui factor in variatia caracterelor analizate.

Astfel, a fost stabilit, ca la descendentii VMT2/VAT2 ponderea genotipului in variatia
viabilitatii polenului a constituit 63-74% si a fost de 1,3...2,2 ori mai mare in raport cu plantele
reinfectate (Fig.4). Acest fapt poate fi important pentru elucidarea bazei genetice a genotipurilor de
tomate reinfectate cu virusuri si descendentii acestora, cat si pentru lucrarile de ameliorare.
Actiunea virusurilor in modificarea valorilor acestui caracter a fost destul de mica si a variat in
limitele 7,0...9,0%, comparativ cu plantele reinfectate cota de influenta acestora s-a redus de 6,4 si
4,2 ori respectiv. De mentionat, cd in conditii de infectare primard si reinfectare a plantelor
genotipul de asemenea a fost factorul decisiv al variatiei viabilitatii polenului, actiunea patogenilor
virali fiind mai slaba. Deci, in experientele realizate genotipul a fost sursa principald a variabilitatii
viabilitatii polenului, fapt ce indica posibilitatea selectdrii genotipurilor dupa acest indiciu.

Viabilitatea polenului
Descendentii VMT2 Descendentii VAT2

. ) L Mgenotip MVAT2 OgenotipxVAT2
Hgenotip OVMT2Z BgenotipxVMT2

Lungimea tuburilor polenice
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Figura 4. Sursele de baza a variabilitatii gametofitului mascul la descendentii plantelor
reinfectate VMT2/VAT?2.

Conform datelor obtinute la descendentii VMT2/VAT2 modificarea dimensiunilor tuburilor
polenice a fost controlatd de genotip cu 43,0 si 34,0%, contributia agentilor virali in variabilitatea
acestui indiciu a constituit 33,0 si 22,0% (respectiv) si a fost de 1,4...2,6 ori mai slaba comparativ cu
plantele reinfectate (Fig.4). Rezultatele cercetarilor noastre anterioare au demonstrat, cd in conditii
de infectare/reinfectare a plantelor, modificarea lungimii tuburilor polenice in mare parte a fost
determinata de influenta virusurilor. Acest fapt indica ca in conditii de patogeneza virala viteza de
crestere a tuburilor polenice intr-o masura mai mare este asociata cu actiunea agentilor virali.

In baza generalizarii rezultatelor obtinute au fost evidentiati descendentii soiurilor Venet si
Rufina, cat si forma spontana S. pimpinellifolium, care in rezultatul reinfectarii cu VMT si VAT au
atestat valori Tnalte ale caracterelor gametofitului mascul.

Mai multi cercetatori [6] au remarcat faptul, ca calitatea gametofitului mascul in conditii de
temperatura ridicatd este un indicator important pentru caracterizarea termorezistentei plantelor,
fapt ce a conditionat examinarea valorilor de termorezistentd ale polenului la descendentii plantelor
reinfectate. A fost constatat ca la genotipurile din varianta martor valoarea medie a acestui caracter
a constituit 67,3%, desi la descendentii VMT2/VAT?2 nivelul de termorezistenta a fost mai mare cu
22,4 si 46,4% corespunzator. Totodata, rezistenta tuburilor polenice la descendentii VMT2 a fost
mai redusd fata de martor cu 6,8%, desi la descendentii VAT2 nu au fost stabilite diferente
semnificative in comparatie cu martorul. Printre genotipurile investigate s-au evidentiat urmasii
VMT2 Mary Gratefully, S.pimpinellifolium si Rufina VMT2/VAT2, care au imbinat nivelul inalt
de termorezistenta al polenului si a tuburilor polenice.

Concluzii

Descendentii genotipurilor de tomate, obtinute de la plantele supuse reinfectarii VMT/VAT,
au manifestat raspunsuri specifice asociate cu modificarea activitatii gametofitului mascul, fapt ce
permite identificarea genotipurilor cu diferit nivel de rezistenta.

La descendentii VMT2/VAT2 partea majora a variatiei viabilitdtii polenului ii apartine
genotipului - 63-74%, ceea ce este de 1,3...2,2 ori mai mare in raport cu plantele reinfectate, fapt ce
este important pentru elucidarea bazei genetice a genotipurilor de tomate reinfectate cu virusuri si
descendentii acestora, cat si pentru lucrdrile de ameliorare.

In rezultatul aplicarii metodelor de selectie gametici din componenta descendentilor
VMT2/VAT?2 inclusi in studiu au fost selectate soiurile Venet si Rufina, cat si forma spontana S.
pimpinellifolium, care au prezentat valori Thalte ale caracterelor gametofitului mascul.

In conditii de temperaturi ridicate un potential de reproducere inalt au manifestat
descendentii VMT2 Mary Gratefully, S. pimpinellifolium si Rufina VMT2/VAT2, care pot fi inclusi
in cercetarile ulterioare.
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Nota. Cercetarile au fost realizate in cadrul subprogramului 011101 ,, Abordari genetice si

biotehnologice de management al agroecosistemelor in conditiile schimbarilor climatice”, finantat
de Ministerul Educatiei si Cercetarii al RM.
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