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In lucrarea de fatd a fost studiata influenta structurilor nanocompozite bazate pe oxizii vanadiului asupra dividerilor
mitotice in meristemele radiculare la Allium cepa L. Analiza citologica a constatat prezenta mitozelor anormale in varian-
tele experimentale cu expunere la nanocompozite, avand la baza dereglari ale fusului de diviziune. Acest fapt denota
caracterul citotoxic si genotoxic al materialelor studiate.
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THE STUDY OF MITOTIC DIVISIONS IN ALLIUM CEPA L. RADICULAR MERISTEMS UNDER

THE INFLUENCE OF NANOCOMPOSITE STRUCTURES BASED ON VANADIUM OXIDES

In the present work the influence of nanocomposite structures based on vanadium oxides on the mitotic divisions in
radicular meristems at Allium cepa L. was studied. The cytological analysis revealed the presence of abnormal mitoses
and chromosomal aberrations in the experimental variants with exposure to nanocomposites, based on division spindles.
This indicates the cytotoxic and genotoxic character of the studied materials.
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Introducere

Tesuturile meristematice contin celule ce reactioneaza rapid si activ la factorii endogeni si exogeni, iar
conservatismul proceselor proliferative asigura posibilitatea utilizarii diferitor parametri ai dividerilor mitotice
in studiile de monitoring [1,2]. Conform datelor mai multor autori, in cercetarile citogenetice in calitate de
test-sistema comoda, sensibila si usor de manipulat serveste ceapa (Allium cepa L.) — culturd bine studiata
din punct de vedere genetic [3-5].

La etapa actuala nanomaterialele sunt utilizate pe larg in diverse domenii: medical, comercial si in practici
industriale de productie [6]. In pofida progresului rapid si acceptarii precoce a nanotehnologiilor, potentialul
acestora pentru diverse efecte adverse asupra omului, biotelor non-umane si ecosistemelor inca nu este bine
elucidat. Exista o serie de discutii cu privire la utilizarea nanomaterialelor, in special in ceea ce priveste riscu-
rile si pericolele pentru sinatate. in acest context, in ultimii ani S-a inregistrat o crestere rapida a studiilor experi-
mentale privind toxicitatea si pericolele biologice ale nanomaterialelor in mediu [7-9].

In aceasti lucrare ne-am propus drept scop testarea unor nanomateriale ce pot influenta, in diferite moduri,
mecanismele diviziunii celulare si proliferarea celulara la etape timpurii ontogenetice.

Material si metode

Ca metoda de lucru am ales metoda teoretica, prin consultarea unei vaste bibliografii, si metoda practica,
prin care am testat influenta nanomaterialelor propuse asupra proceselor proliferative si, implicit, a diviziunii
mitotice, utilizind metoda Allium test.

In cadrul experimentului au fost folosite plici din piroceramica acoperite cu un strat subtire de aluminiu si
o pelicula de oxizi ai vanadiului, obtinuta prin evaporarea termica in vid a vanadiului metalic de la suprafata
placii, urmata de oxidarea termica in aer a straturilor subtiri obtinute [10]. Straturile subtiri obtinute reprezinta 0
structura complicata de dimensiuni nanometrice cu prezenta fazelor oxizilor proprii ai vanadiului de tip VO,
V>03 si V20s. Pentru convenienta, vom utiliza pe parcurs denumirea simplificata de ,,placi acoperite cu nano-
compozite bazate pe oxizii vanadiului” (PNCOV).
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In calitate de material biologic s-au utilizat seminte de ceapa soiul Holtedon. Expunerea semintelor de
ceapa la PNCOV s-a facut prin plasarea semintelor pe placi pe durate de timp diferite (48 h si 72 h), anterior
germindrii. In calitate de control au servit semintele care nu au fost expuse la plicile cu nanocompozite. Ger-
minarea semintelor S-a realizat in cutii Petri tapetate cu hartie de filtru, umectata cu apa distilata, care au fost
plasate in termostat la temperatura de +24°C, in intuneric, pentru a exclude influenta ritmurilor de lumina
asupra valorii indicelui mitotic. Semintele au fost germinate timp de 5 zile. Pentru studii citologice au fost
prelevate radacini cu lungimea de 1-2 cm si fixate in amestec de acid acetic-alcool (3:1) timp de 24 h la frigider
(+4°C), dupa care au fost transferate in solutie de alcool 70° si pastrate la rece in vase inchise. Ulterior, probele
au fost spalate in apa distilatd. Pentru hidroliza si colorare, materialul biologic s-a fiert timp de 5 minute la baia
de apa in 10-12 ml de solutie de carmina acetica de 2%. Dupa fierbere probele biologice au fost trecute in apa
acetica 45%. Preparatele microscopice au fost executate prin metoda squash. Examinarea preparatelor s-a
facut cu obiectul 40x in vederea stabilirii numarului de celule aflate 1n interfaza si in diferite faze ale mitozei.

Dupa examinarea preparatelor microscopice au fost calculati indicii mitotici si indicii fazici ai mitozei.
Datele au fost prelucrate statistic [11].

Rezultate si discutii

In studiile citogenetice ale mitozei cu succes se utilizeaza mai multi parametri, inclusiv indicele mitotic
care reflecta reactia genotipului la actiunea diferitor factori, reprezentand mecanismul de adaptare a organis-
mului exprimat la nivel celular, orientat spre mentinerea homeostazei in sistemele celulare. Indicele mitotic
constituie un criteriu important utilizat in aprecierea proceselor de proliferare si a actiunii mito-modificative
a diversilor factori [2,5].

Pentru calcularea indicelui mitotic este importanti identificarea corectd a fazelor diviziunii celulare. In
Figura 1 este reprezentata o imagine de ansamblu a preparatului citologic din radacinile de ceapa din varianta
martor () care contine celule in interfaza (b) si celule in diferite faze ale mitozei (c, d, e, f).

b) Celuld in interfaza

c) Celula in profaza

a) Imagine de ansamblu a celulelor din zona meristematica

d) Celula in metafaza e) Celula in anafaza f) Celula in telofaza

Fig.1. Celule meristematice normale (varianta martor) in interfaza si in diferite
faze ale diviziunii celulare la Allium cepa L.
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Conform rezultatelor studiului citologic, valoarea indicelui mitotic in varianta martor a constituit 11,42%.
La expunerea semintelor la PNCOV se observa o variatie inexplicabild a indicelui mitotic (Fig.2). Cea mai
mare deviere a valorii indicelui mitotic a fost constatata in cazul expunerii semintelor la PNCOV pe o durata
de 48 h, inregistrand o crestere de la 11,42% (in cazul martorului) la 12,58% (in cazul variantei experimentale).
In cazul expunerii semintelor la PNCOV pe o durata de 72 h indicele mitotic descreste si se apropie de cel al
martorului (11,40%).
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O Martor
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O 72h

Im % Im P, % Im M, % Im A, % ImT, %

parametrii mitotici

Fig.2. Variatia indicelui mitotic (Im) si a indicilor fazici ai mitozei (Im P, %; Im M, %; In A, %; In T, %)
in conditii normale si sub influenta placilor acoperite cu
nanocompozite bazate pe oxizii vanadiului.

Pentru a descoperi eventuale modificari in activitatea mitotica, au fost analizati indicii fazici ai mitozei in
varianta martor si in variantele experimentale. in ambele variante experimentale, 48 h si 72 h, au fost inregis-
trate fluctuatii ale valorilor indicilor fazici ai mitozei, comparativ cu martorul (Fig.2). Astfel, s-a constatat
cresterea indicelui profazic in variantele experimentale, respectiv cu 12,24% (expunerea 48 h) si 7,66% (ex-
punerea 72 h), comparativ cu martorul. De asemenea, creste indicele telofazic cu 8,45%, comparativ cu mar-
torul, in varianta cu durata expunerii de 48 h. Cresterea indicilor profazic si telofazic poate fi explicata prin
faptul ca celulele parcurg mai lent aceste faze; ca rezultat, este afectata durata ciclului celular [12]. Indicele
metafazic s-a micsorat comparativ cu martorul, inregistrand valori mai mici cu 36,41% (expunerea 48 h) si
cu 14,28% (expunerea 72 h). Indicele anafazic de asemenea s-a micsorat. Cea mai semnificativa descrestere
a indicelui anafazic (cu 11,78%) s-a constatat in cazul expunerii la PNCOV pe durata de 48 h. Perturbarea fa-
zelor diviziunii celulare indica faptul ca PNCOV modifica activitatea mitotica prin dereglarea citoscheletului
si interfera cu formarea fusului mitotic. Acest fapt este confirmat de aparitia mitozelor anormale (Fig.3,4). in
ambele variante experimentale au fost identificate anomalii cromozomiale: C-mitoze, dereglari de fus meta-
fazice, dereglari de fus ana-telofazice, punti ana-telofazice, cromozomi restanti, fragmente (Fig.3,4).
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b) Celuld cu MN 1in interfaza

¢) Celula cu doi MN in interfaza

d1) C-mitozi cu MN f1) Punti cromozomiale si

cromozomi restanti in telofaza

e1) Fus dereglat, micropunti in
anafaza

d2) C-metafaza e2) Cromozomi restanti si detasati in ~ f2) Punte subcromatidicd in telofaza
anafaza

ds) Cromozomi detasati in metafaza e3) Cromozomi restanti in anafaza f3) Telofaza cu cromozomi lenti

d4) Placa metafazica dereglata e4) Fragmente in anafazi f4) Telofazi cu MN

ds) Placd metafazica intrerupta es) Punte cromozomiala si g) Celule binucleate

fragmente scurte 1n anafaza
Fig.3. Aberatiuni cromozomiale observate in celulele meristematice la Allium cepa L., expusa la actiunea placilor
acoperite cu nanocompozite bazate pe oxizii vanadiului timp de 48 de ore.
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b) Celuld cu MN 1in profaza timpurie

a) Imagine de ansamblu a celulelor din zona meristematica ¢) Celule cu MN in interfaza

d1) C-mitoza e1) Fus dereglat, micropunti in anafaza f1) Punfi multiple in telofaza

dz) C-mitoza e2) Fus dereglat, cromozomi grabii f2) Cromozomi restanti in telofaza

d3) C-metafaza e3) Fragmente multiple in anafaza f3) Fragmente in telofaza

d4) Placd metafazica dereglatd e4) Cromozom restant in anafaza f4) Punti subcromatidice si fragmente in
telofaza

ds) Cromozomi detasati in metafazi es) Punte si fragment in anafaza fs) Telofaza cu MN

Fig.4. Aberatiuni cromozomiale observate in celulele meristematice 1a Allium cepa L. expusa la actiunea placilor
acoperite cu hanocompozite bazate pe oxizii vanadiului timp de 72 de ore.

Ponderea aberatiunilor cromozomiale in varianta martor constituie 3,85% din numarul total de celule aflate
in diviziune, ceea ce depaseste pragul normal (2%) al mutagenezei spontane. Expunerea semintelor la PNCOV
determina cresterea numarului de mitoze anormale: de 1,74 ori (expunerea 48 h) si de 2,70 ori (expunerea 72 h).
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Spectrul de aberatiuni cromozomiale include punti cromozomiale si cromatidice, cromozomi restanti si fragmente
de cromozomi singulare, duble sau multiple — rezultat al deletiilor si translocatiilor, care duc la formarea micro-
nucleelor. In acest context este important a mentiona ca in ambele variante experimentale au fost identificate
celule cu 1 sau 2 micronuclee (Fig.3 (a, b, c); Fig.4 (a, b, c)) si celule binucleate (Fig.3 (g)), care reprezinta un
indicator al mutatiilor sus-mentionate.

In Tabel este prezentat spectrul si ponderea diferitor aberatiuni cromozomiale, depistate in loturile analizate.
In toate variantele analizate predomina dereglarile de fus in metafazi, anafaza si C-mitozele. Aparitia anomaliilor
de tipul C-mitozelor se considera a fi rezultatul restructurarilor fusului de diviziune [13,14]. De asemenea,
motiv al C-mitozelor poate fi dublarea numarului de cromozomi. In lipsa citochinezei, acestea pot genera celule
poliploide sau bi(poli)nucleate (Fig.3 (b, c, g); Fig.4 (b, ¢)).

Tabel
Spectrul si ponderea aberatiunilor cromozomiale in celulele meristematice la Allium cepa L.,
induse prin expunerea la plicile acoperite cu nanocompozite bazate pe oxizii vanadiului
Varianta Nr. celule Anomalii in celule mitotice Nr. celule in | Nr.
experimentald | in 0z |- NG [ AGE [ P(AT) | Fr | Total, % | mexfazd | MN | Total,
Martor 390 5 3 7 - - 3,85 3021 5 0,17
48 h 283 6 2 6 2 3 6,71 1967 12 | 0,63
72 h 308 8 3 15 3 3| 10,39 2396 51 | 2,13

CM — C-mitoze; Mdf — dereglari de fus in metafaza; Adf — dereglari de fus in anafaza, P (A-T) — punti ana-telofazice;
Fr — fragmente de cromozomi; MN — micronuclee.

Cresterea ponderii de aberatiuni cromozomiale 1n variantele experimentale este insotita de cresterea frecven-
tei micronucleelor (a se vedea Tabelul). In cazul expunerii la PNCOV rata micronucleelor creste considerabil
de la 0,17% (in cazul martorului) la 0,61% si 2,13% (in cazul variantelor experimentale). Micronucleele (MN)
se disting drept structuri cromatinice cu distributie in apropierea nemijlocita a nucleelor sau in citoplasma, dimen-
siunile carora pot varia mult. Acestea au fost identificate in interfaza (Fig.3 (c); Fig.4 (¢)), dar si in unele faze
ale diviziunii celulare (Fig.3 (b, c, f1); Fig.4 (b, c, fs)).

Micronucleele reprezintd corpi cromatinici extranucleari rezultati in urma rupturilor cromozomiale sau
aneuploidiei [15,16]. Prezenta micronucleelor se considera a fi un indice al instabilitatii genomului, iar testul
micronucleelor este utilizat pe larg in aprecierea leziunilor ADN si a genotoxicitatii diferitor agenti [17-19].
Analiza micronucleelor permite, de asemenea, investigarea mecanismelor de actiune a diferitor agenti. Conform
lui Leme si colab. [4], marimea MN poate fi un parametru eficient pentru a evalua efectele clastogene si aneu-
genice la A. cepa L., deoarece aceasta specie prezinta un cariotip simetric, omogen in raport cu dimensiunea si
numarul cromozomilor (mari i putini) (2n = 16). Prin urmare, MN mari ar indica un efect aneugenic, rezultat
din pierderea cromozomilor, in timp ce MN mici pot indica o actiune clastogenad, care rezulta din fragmente
de cromozomi.

Concluzii

Analiza citologica a dividerilor mitotice in radacinile de ceapa, obtinute prin germinarea semintelor expuse
la placile acoperite cu nanocompozite bazate pe oxizii vanadiului (PNCOV), a constatat implicarea acestora
in inducerea mitozelor anormale ce au la baza dereglari ale fusului de diviziune. Acest fapt denota caracterul
citotoxic si genotoxic al placilor studiate. Inducerea aberatiunilor cromozomiale in ana-telofaza si formarea
micronucleelor in interfaza confirma potentialul clastogen si aneugen al PNCOV. Capacitatea PNCOV de a
provoca instabilitate genomica poate fi un factor care predispune la carcinogenezi. in acest context, devine
esentiald monitorizarea §i caracterizarea ulterioara a toxicitatii lor sistemice, a genotoxicitatii i a carcinogenitatii.
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