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Summary. Reinfection of tomato genotypes with tobacco mosaic virus or
tomato aspermia virus results in a change of plant pollen productivity and male
gametophyte activity. Under the influence of infection, the specificity of the genotype
response for a number of functional traits of the male gametophyte was revealed.
Under conditions of primary infection and reinfection, the genotype was a determining
factor in the variability of pollen viability, while the change in the size of pollen tubes
was mainly determined by the appearance of viruses. As a result of the experiments,
two varieties Venets and Rufina were selected for further research, combining a high
level of pollen viability and productivity. They testify to a high reproductive capacity
of varieties; the combination of these indicators can be used as a tool for the selection
of valuable genotypes.
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Introducere. Influenta extremald a factorilor biotici si abiotici creeaza
impedimente serioase pentru gestionarea practicd a adaptabilitatii culturilor
agricole. Asigurarea productivitatii inalte a plantelor presupune desfasurarea
screening—ului  genotipurilor, care manifestd reactii stabile in conditii
stresogene. Pentru sporirea eficacitatii procesului ameliorativ, in asociere cu
metodele clasice, pot fi aplicate si metode de selectie gameticd. Aceasta
abordare permite evidentierea genotipurilor rezistente la stresuri abiotice si
biotice in timpul functionarii gametofitului masculin. Posibilitatea selectarii
genotipurilor rezistente la nivel haploid a fost confirmata la diferite culturi,
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destul de vast fiind si numarul factorilor dupéd care este posibila evidentierea
formelor valoroase [1-3].

Un sir de autori au constatat, ca actiunea agentilor virali contribuie la
modificarea calitatii gametofitului masculin. Influenta virusurilor la trandafir,
tomate, zamos si dovlecei salbatici a avut un impact negativ asupra productiei
de polen si a caracterelor de performantd a polenului [4, 5]. La plantele de
tutun infectate cu diferiti agenti virali au fost depistate modificari semnificative
in grauncioarele de polen, dupa componentele proteinelor [6]. La plantele de
tomate infectate cu VMT a fost depistata aparitia diferitor anomalii structurale
si functionale ale grauncioarelor de polen, cat si variatia cantitatii de ADN in
nuclee. S-a stabilit, ca genotipurile de tomate, care poseda rezistenta genetica la
virusul mozaicului tutunului manifestda o capacitate redusd de formare a
polenului [7]. A fost constatat, ca infectarea cu virusuri contribuie la aparitia
unor modificari nu numai la plantele infectate, ci si la descendentii acestora.
Astfel, la descendentii plantelor de tutun (Nicotiana tabacum), infectate cu
virusul mozaicului tutunului (VMT), au fost atestate modificari specifice, ce
determina rezistenta mai inalta la stres in raport cu plantele sanatoase [8].

Luind in considerare faptul, cd in literatura de specialitate informatia
privind particilaritatile manifestarii indicilor gametofitului masculin la plantele
supuse infectarii/reinfectdrii cu virusuri este limitatd, scopul cercetarilor
realizate a constat in studiul influentei reinfectarii genotipurilor de tomate cu
patogeni virali asupra capacitatii de formare si a activitdtii gametofitului
masculin.

Material si metode. in calitate de material experimental au fost utilizate
urmatoarele genotipuri de tomate: soiurile Mary Gratefully, Venet, Flacara,
Rufina si formele spontane Solanum pimpinellifolium, S. chilense. Plantele au
fost cultivate in conditii de solariu, in blocuri randomizate. La etapa de 3-4
frunze, plantele au fost primar infectate/reinfectate cu Virusul mozaicului
tutunului (VMT)/ Virusul aspermiei tomatelor (VAT). Pentru aprecierea
calitatii polenului au fost colectate flori de la plantele infectate si sanatoase
(martor). Determinarea viabilitatii gametofitului masculin a fost efectuata prin
cultivarea grauncioarelor de polen in termostat cu regim termic optim — 26 —
28°C pe mediu nutritiv artificial, ce contine solutie apoasi de zaharozi — 15%,
acid boric— 0,006% - (mediu — martor). In baza studiului microscopic au fost
evaluati urmatorii indici: viabilitatea si termorezistenta polenului; lungimea si
rezistenta tuburilor polinice (TP), cat si coraportul acestor caractere in
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variantele infectate fatd de martor. Capacitatea de formare a grauncioarelor de
polen in florile de tomate a fost stabilitd cu ajutorul camerei Goreaev.
Analizele statistice ale datelor experimentale au fost efectuate cu ajutorul
programelor  Statgraphics 5.0 si Excel 2013. Pentru aprecierea ponderii
genotipului, factorilor stresogeni si interactiunii acestora in sursa de variatie a
caracterelor analizate a fost aplicata analiza dispersionald polifactoriala
(ANOVA).

Rezultate si discutii. ~ Conform datelor din literaturda numarul
grauncioarelor de polen, ce se produc in anterele de tomate, variaza de la 100 la
400 de mii, valorile acestui caracter fiind in dependentd de particularitatile
genetice ale genotipului si conditiile mediului [7]. Rezultatele cercetarilor au
demonstrat, ca in conditii optime, la soiuri productia de polen la plantele
sanatoase (martor) a fost mai mica fatd de formele spontane. Astfel, la S.
pimpinellifolium si S. chilense numarul de grauncioare de polen in medie a
constituit 320 de mii, in timp ce la soiuri, acest indiciu a fost mai mic de 1,7 ori
si a avut valoarea de 190 mii. In rezultatul infectarii primare cu VMT/VAT la
toate genotipurile incluse in studiu s-a atestat modificarea productiei de polen.
Astfel, la formele spontane infectate cu VMT cantitatea grauncioarelor de polen
s-a diminuat de 1,5 ori fatda de martor, in timp ce la soiuri a fost stabilit efectul
neutru sau usor stimulativ. La genotipurile infectate cu VAT numarul
grauncioarelor de polen a depdasit valorile martorului, inclusiv la formele
spontane productia de polen a fost mai mare fata de soiuri. Dupa cum rezulta
din datele analizei microscopice, toate genotipurile reinfectate cu VAT, in raport
cu infectarea primara, au manifestat majorarea capacititii de formare a
polenului, fapt ce poate fi explicat prin eliminarea din componenta populatiei a
grauncioarelor de polen cu un nivel scazut de viabilitate (Fig. 1).
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Figura 1. Determinarea productiei de polen (1-2) si a viabilitatii polenului (3-4).

Genotipurile reinfectate cu VMT au atestat reactii specifice: la soiul Venet
si forma spontand S. pimpinellifolium a fost inregistrata sporirea productiei de
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polen, in timp ce la soiurile Flacara si Rufina valorile acestui caracter s-au redus
fatd de infectarea primard. La soiul Mary Gratefully (infectare
primara/reinfectare), spre deosebire de alte genotipuri, diferentele dupa acest
caracter n-au fost semnificative, fapt ce ne indica lipsa raspunsului la infectare.
Astfel, plantele reinfectate cu virusuri, in majoritatea cazurilor, manifesta
reactii specifice la nivel haploid, ce contribuie la modificarea capacitatii de
formare a polenului.

Se considera, ca viabilitatea gametofitului masculin este un caracter
important, ce determind succesul fecundarii si calitatea semintelor si poate
caracteriza functionalitatea polenului. A fost stabilit, ca nu toate grauncioarele
de polen reactioneaza in mod egal la actiunea factorilor de stres; majoritatea
acestora manifestd reactii diferite, fapt ce permite selectarea genotipurilor
rezistente in baza variabilitatii existente [9]. In cercetirile noastre, reinfectarea
cu VMT a soiurilor Venet, Mary Gratefully si a formei spontane S.
pimpinellifolium a contribuit la diminuarea nivelului viabilitatii polenului cu
6,2...28,9% fatd de infectarea primara. Totodatd, in aceste conditii, la soiul
Flacara s-a atestat majorarea acestui indiciu cu 27,4%, iar la soiul Rufina n-au
fost stabilite diferente semnificative dintre plantele primar infectate si cele
reinfectate, dupa acest parametru. In rezultatul reinfectirii cu VAT la soiurile
Venet si Flacara, precum si la forma spontana S. pimpinellifolium, ca si in cazul
reinfectaruii cu VMT, viabilitatea polenului s-a redus cu 4,5...11,4%, in timp
ce la soiurile Mary Gratefully si Rufina s-a constatat cresterea cu 9.,4...9,6%.

Urmare a examinarii dimensiunilor tuburilor polinice la genotipurile
reinfectate cu VMT, in raport cu plantele primar infectate, S-a constatat
depasirea valorilor cu 9,6...18,8 un.conv. Totodata, reinfectarea cu VAT la
soiurile Mary Gratefully si Flacara a contribuit la formarea tuburilor polinice
mai scurte cu 23,0...34,6 un.conv., desi la celelalte genotipuri n-au fost stabilite
diferente semnificative dupa acest indiciu (Fig. 2). In general, in 50% de cazuri
analizate, a fost depistatd diminuarea viabilittii polenului si reducerea lungimii
TP, iar in 30% de cazuri s-a inregistrat efect stimulativ sau reactii neutre (Fig.
2). Astfel, reinfectarea plantelor de tomate cu VMT/VAT, la fel ca si in
rezultatul infectarii primare, a contribuit la nivel haploid la manifestarea unor
reactii specifice, dependente de genotip, agentul viral si statutul recurent al
patogenezei virale (infectare primara/reinfectare).
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Figura 2. Influenta infectarii plantelor cu virusuri asupra indicilor gametofitului
masculin (VMT1,VAT1- infectare primarda; VMT2,VAT?2 — reinfectare).

Reiesind din faptul cd dimensiunile tuburilor polinice sunt asociate Cu
viteza lor de crestere, am examinat distributia grauncioarelor de polen in baza
lungimii tuburilor polinice in conditii de infectare/reinfectare cu virusuri. S-a
stabilit cd la plantele sdnatoase amplitudinea variatiei lungimii tuburilor
polinice a fost destul de mare, in limitele 30-90 un.conv. In cazul infectarii
primare cu VMT frecventa grauncioarelor, ce au format tuburi polinice de
dimensiuni mici (considerate nesemnificative) s-a majorat, si concomitent, s-a
redus numarul grauncioarelor cu tuburi polinice lungi, fapt ce indica
diminuarea vitezei de crestere a acestora pe fondalul infectiei virale. Totodata,
la plantele infectate cu VAT a fost depistatd majorarea  numarului
grauncioarelor de polen, ce au format tuburi cu dimensiuni mari, in raport cu
martorul.

Dupa cum rezultd din datele obtinute, reinfectarea plantelor cu VMT nu a
contribuit la modificarea semnificativd in distributia TP, desi In cazul
reinfectdrii cu VAT, s-a atestat majorarea frecventei de aparitie a tuburilor
polinice cu dimensiuni medii (Fig. 3). Astfel, infectarea si/sau reinfectarea
plantelor cu VMT/VAT contribuie la modificarea repartizarii grauncioarelor de
polen dupa dimensiunile acestora.

In baza aplicarii analizei dispersionale polifactoriale, au fost elucidate
sursele de variabilitate ale indicilor gametofitului masculin. De asemenea, s-a
stabilit, cd influenta genotipului, agentilor virali si interactiunii acestora asupra
variatiei caracterelor polenului a fost semnificativa (P<0,001).
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Figura 3. Influenta infectarii primare/reinfectarii plantelor cu VMT/VAT asupra
distributiei grauncioarelor de polen in baza lungimii tuburilor polinice.

In conditii de infectare primard/reinfectare a plantelor, genotipul a fost
factorul decisiv - 45,0...70,0% de modificare a viabilitatii polenului, in timp ce
actiunea virusurilor a fost mai slabda si a determinat 26,0...45,0% din
variabilitate (Fig. 4A). Astfel, genotipul are o pondere mai mare in norma de
reactie a grauncioarelor de polen la actiunea virusurilor, fapt ce indica
posibilitatea selectarii reusite a genotipurilor dupa acest caracter. De mentionat,
ca in cazul reinfectarii plantelor contributia virusurilor in variatia acestui
caracter s-a majorat de 1,4...1,5 ori, comparativ cu infectarea primara, fapt ce
poate provoca modificari semnificative in activitatea grauncioarelor de polen.
In cazul infectirii primare/reinfectirii, virusurile au determinat si partea majora
a variabilitdtii lungimii tuburilor polinice - 41,0...87,0%, desi actiunea
genotipului a fost mai slaba (Fig. 4B). Prin urmare, actiunea patogenilor virali
contribuie la manifestarea unor reactii diferentiate ale gametofitului masculin,
care in mare masura sunt controlate de genotip - 1n variatia viabilitatii polenului
si de virusuri - in modificarea lungimii tuburilor polinice.
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Figura 4. Sursele de variabilitate ale indicilor gametofitului masculin in conditii de
infectare cu virusuri.

In baza generalizirii datelor experimentale au fost evidentiate soiurile
M.Gratefully, Rufina si forma spontana S. pimpinellifolium, care in rezultatul
infectdrii/reinfectdarii cu  VMT/VAT au imbinat  activitatea ridicata a
gametofitului masculin si capacitatea inalta de formare a polenului, fapt ce
indica un potential inalt de reproducere al acestor genotipuri.

Concluzii:

In conditii de infectare/reinfectare cu VMT/VAT, genotipurile de tomate
au manifestat, la nivel haploid, reactii specifice asociate cu modificarea
productiei de polen si a activitatii gametofitului masculin.

Analiza histogramelor de distributie a grauncioarelor de polen dupa
dimensiunile tuburilor polinice a stabilit In variantele infectate diminuarea
frecventei de aparitie a tuburilor cu dimensiuni mari, fapt ce dd dovada de
heterogenitate a populatiilor de polen dupad viteza de crestere a acestora in
conditii de patogeneza virala.
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Pe fondal de infectii virale, partea majora a variatiei viabilitatii polenului
ii apartine genotipului, in timp ce patogenii virali controleaza in mare masura
modificarea dimensiunilor tuburilor polinice.

In rezultatul reinfectarii plantelor, contributia virusurilor la modificarea
viabilitatii polenului se majoreza semnificativ. Soiurile Mary Gratefully,
Rufina cat si forma spontand S.pimpinellifolium au imbinat un nivel ridicat de
activitate a gametofitului masculin si a productiei de polen, fapt ce ne indica un
potential inalt de reproducere al acestor genotipuri.

Cercetarile au fost realizate in cadrul proiectului Programului de Stat
20.80009.7007.04 «Biotehnologii si procedee genetice de evaluare, conservare
si valorificare a agrobiodiversitatii», finantat de Agentia Nationala pentru
Cercetare si Dezvoltare.
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