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The objective of this work was to study the influence of the cauliflower mosaic virus on the somaclonal variation in
cabbage. For five healthy and virus infected genotypes was establish that, the frequency of calusogenesis and regeneration
changes in proportion of 50% depending on plant genotype. The virus infection represents a source of variance of
calusogenesis and recombinogenesis with a power in 36% and 18% respectively. In our experiments which were conducted
using one and the same genotype, the analysis of variance revealed the highest effect of the explant nature (70%). Observed
differences among healthy and virus infected genotypes will undoubtedly affect the somaclonal variation, that is very
important, especially from the standpoint of using phytopathogenic viruses as inducers of genetic variability.

Introducere

Variabilitatea somaclonala apare ca rezultat al cultivarii celulelor sau tesuturilor pe medii de cultura in
conditii in vitro [1]. Factorii de baza ce induc variabilitatea somaclonald sunt de natura genetica si epigenetica,
precum si conditiile, durata cultivarii explantului [2-4]. Orice inductor genetic (aneuploidie, poliploidie, re-
aranjamente structurale ale ADN) poate genera variante somaclonale apte de a se transmite ereditar [5,2].
Natura geneticd a variantelor derivate in vitro a fost confirmata printr-un sir de cercetari genetice si molecu-
lare. Prin aplicarea tehnicii RAPD a fost relevat polimorfismul genetic la somaclonele de persic [6], tomate [7],
vindecea [8], soia [9].

Variabilitatea somaclonala poate atinge cele mai diverse insusiri ale plantei, unele dintre care pot prezenta
interes practic (productivitate, rezistentd sau toleranta fata de factori biotici sau abiotici ai mediului), reprezen-
tand astfel o sursa importanta de forme cu noi caractere. Astfel, prin aplicarea culturii in vitro au fost obtinute
forme de grau si sorg cu productivitate sporita [10-12], continut ridicat de proteine [13] si ulei [14], precocitate
si rezistenta sporita la patogeni [11].

Este important a mentiona ca nu toate modificérile somaclonale se expreseaza fenotipic. Totodata, o parte
din ele este eradicati la diferite etape morfogenetice. In scopul majordrii variabilitatii somaclonale, in conditii
experimentale, pe larg se aplicd Imbinarea tehnicii de culturi in vitro cu aplicarea diferitilor factori fizici sau
chimici. Conform datelor obtinute in urma unui sir de cercetari, fitovirusurile, de asemenea, pot induce majo-
rarea variabilitatii genetice [15,16].

Din cercetdrile anterioare este cunoscut ca virusul mozaicului conopidei induce la plantele gazda un spectru
variat de modificari, inclusiv malformatii, terate, rareori tumori nervuriene sau radiculare. Un interes deose-
bit prezinta studierea variabilitatii somaclonale induse de virusul mozaicului conopidei la plantele gazda din
diferite sisteme citopatice, cu evidentierea particularitatilor specifice tipului explantului (tumori, terate, tesut
invecinat malformatiilor).

In lucrarea de fatd ne-am propus drept scop studierea variabilititii somaclonale induse de virusul mozai-
cului conopidei la plantele gazda, cu evidentierea particularititilor specifice explantului, genotipului gazdei
si mediului de cultura.

Material si metode

Drept material biologic au servit cinci soiuri de varza alba (Brassica oleracea var. capitata: Amager (tardiv),
Harkovscaia (tardiv), Iuniscaia (timpuriu), Slava (mijlociu) si Podaroc (tardiv) si un soi de conopida (Brassica
oleracea var.botrytis), care s-au dovedit a fi sensibile fatd de virusul mozaicului conopidei (CaMV — virus
ADN dublu spiralat, reprezentant al genului Caulimovirus). Virusul CaMV a fost izolat din Datura stramonium
si identificat prin analiza ELISA (trusa de diagnostic SANOFI DIAGNOSTICS Pasteur). In faza de 2 frunze
dicotilidonate plantele variantei experimentale au fost infectate cu virusul mozaicului conopidei. Pentru diag-
nosticul plantelor bolnave, precum si al celor libere de infectie s-au folosit diferite procedee ale microscopiei
electronice (contrastare negativa, imunosorbentd), precum si testul ELISA.

Astfel, din plante testate purtitoare de germeni virali (prin metoda imunomicroscopica [17] si imunoen-
zimatica [18]) au fost selectate explante de petiol, frunza de aproximativ 1 mm’ din zone histologice similare
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purtatoare de simptome unimorfe (sector clarifiat, enatie, sector hipercromatizat ), care au fost in continuare
sterilizate si plantate in eprubete. Initial au fost experimentate opt variante de adaosuri de vitamine si hormoni la
mediul Murashige, Skoog [19]. Mai optim pentru calusogeneza materialului infectat s-a dovedit a fi cel cu adaos de
BAP (0,5 mg/l), ANA (0,5 mg/l), chinetina (0,01 mg/1), sucroza (2%), agar (0,7%). Explantele au fost incubate la
intuneric la temperatura de 25°C pentru initierea calusurilor, apoi transferate in incaperi cu un fotoperiodism de
16 ore, temperaturd 27°C si iluminare de 2000 1x. Evidentierea calusogenezei a fost efectuatd pe parcursul a
patru luni.

Frecventa calusogenezei si regenerdrii a fost studiatd in baza urmatorilor indici: total explante, explante
cu raspuns de calusare, explante cu raspuns morfogenetic.

Datele au fost prelucrate statistic, utilizindu-se analiza variantei [20].

Rezultate si discutii

Analiza capacitatii calusogenezei la genotipurile analizate a permis de a constata ca infectia virala contribuie
la reducerea frecventei calusogenezei in medie cu 41% fata de martor (Tab.1). Cea mai puternica influenta
represiva a infectiei virale a fost stabilitd pentru soiul Podaroc (frecventa calusogenezei a fost micgoratd cu
80%, P<0,001). Un impact mai lejer, dar statistic confirmat, a fost remarcat pentru soiul Harkovscaia (frecventa
calusogenezei a fost micsoratd cu 18%, P<0,05). De mentionat cd doar pentru acest soi a fost estimata
reducerea semnificativa a frecventei regenerdrii (frecventa regenerdrii a fost micsoratd cu 55%, P<0,01). Pentru
soiul Podaroc a fost constatata o tendintd de crestere a capacitatii regenerative a explantelor derivate de la plante
virus infectate comparativ cu martorul, care 1nséd nu a fost confirmata statistic.

Tabelul 1
Frecventa calusogenezei si regeneririi in vitro
la unele soiuri de varza infectate cu virusul mozaicului conopidei
Genotipul Varianta . L
) . < Frecventa calusogenezei Frecventa regenerarii
analizat experimentala
Harkovscaia Martor 56,55+ 6,27 64,17+5,20
CaMV 46,51+3,57* 28,97+4,18**
Moldavscaia Martor 45.21+4,46 65,48+13,52
CaMV 29,7243,19%* 55,56+9,62
Tuniscaia Martor 91,03+4,07 53,26+9,19
CaMV 70,3842,18%** 25,18+17,59
Slava Martor 84,73£5,17 35,18+13,17
CaMV 54,69+9,28** 36,67+20,21
Podaroc Martor 78,26+5,68 23,74+7,26
CaMV 15,2846,05%** 33,3346,23
Conopida Martor 49,47+6,37 44,44+13,88
CaMV 22,014£1,91%** 35,0048,88

*; ok sk diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001

Aplicarea testului ANOVA a permis de a evalua contributia procentuala a genotipului gazdei si a infectiei
virale asupra capacitatii de calusogeneza sau regenerare (Tab.2).

Tabelul 2
Analiza variantei pentru capacitatea de calusogeneza si regenerare la unele soiuri de varza
Contributia
Sursa rocentuald a Gradul de Suma 2
variatiei sulzsei de variatie libertate patratelor S Factorul F P
(%)
Varianta frecventei calusogenezei
Virus 35,91 1 2314,3 2314,3 13,14 0,0151
Genotip 50,42 5 3249,13 649,825 3,69 0,0891
Rezidual 5 880,617 176,123
In total 11 6444,04
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Varianta frecventei regenerérii

Virus 18,21 1 426,815 426,815 2,93 0,1475
Genotip 50,73 1188,82 237,765 1,63 0,3017
Rezidual 5 727,955 1445,571

In total 11 2343,49

Cercetarile efectuate au pus in evidentad influenta prioritard a genotipului gazdei. S-a constatat ca infectia
virald reprezinta o sursa de variatie mai puternica pentru calusogeneza, detinand o putere de influentd de 35%
comparativ cu 18%, ceea ce constituie varianta frecventei regenerarii indusa de virusul mozaicului conopidei.
Variatia calusogenezei si a regenerarii in dependentd de genotip este practic la acelasi nivel, variind 1n jurul
valorii 50.

Din literatura de specialitate este bine cunoscut caracterul eterogen al reorganizarilor structurale induse de
virusuri la nivel celular, tisular. In acest context, un interes deosebit prezinti studierea calusogenei pentru
diferite zone morfopatologice.

Analiza diversitatii somaclonale in diferite situatii citopatice a stabilit un grad deosebit de proliferare celulara
in conditii in vitro. Astfel, evidenta capacitatii calusogenezei la trei genotipuri de Brassicaceae (Br. oleracea
var. botrytis si doud soiuri de Br. oleracea var. capitata: Harkovscaia si Podaroc) la infectarea cu virusul
mozaicului conopidei a permis de a constata reducerea frecventei calusogenezei in tesuturile macrostructural
nemodificate ale genotipurilor infectate de la 17 pana la 55%. Cel mai redus nivel al calusogenezei a fost sta-
bilit pentru zonele invecinate malformatiilor, calusogeneza fiind redusa cu 45-70% comparativ cu martorul
sanatos (Tab.3). Frecventa calusogenezei in tesuturile malformate la cele trei genotipuri analizate s-a dovedit
a fi aproximativ la nivelul valorii variantei martor sau chiar mai ridicatd decat la martor (cu 73%).

Tabelul 3

Influenta virusului mozaicului conopidei asupra capacitatii
de calusogeneza a diferitelor zone citopatice la unele soiuri de varza

Genotipul Brassica Brassica oleracea | Brassica oleracea var.
: - - oleracea var. var. capitata (soiul capitata
Varianta experimentala botrytis Harkovscaia) (soiul Podaroc)

Martor | tesut nemodificat 55,6+6,6 62,5+5,7 46,3+7,7

tesut nemodificat 25,343, 7%%* 51,7+8,3* 30,1+1,9*
CaMV | fesut malformat 51,449,1 71,4+6,8 80,0+£6,27%**

fesuf Invecinat 16,744, 1%%% 27,345,2%% 25,443 2% %

malformatiilor

*; ks ek diferente semnificative pentru P <0,05; 0,01; 0,001

Datele privitor la aportul fiecarui din acesti trei factori: genotip-virus-explant asupra capacititii de caluso-
geneza remarca detinerea unui control dominant din partea explantului (Tab.4). Celelalte doua componente
au o putere de influenta practic similara.

Tabelul 4
Analiza variantei pentru capacitatea de calusogeneza
la unele soiuri de varza in dependenta de zona citopatica
Sursa Contrlbu‘;lva Suma Patratul
L procentuald a o GL . F P
veriatiei . . patratelor mediu
’ sursei de variatie
Genotipul 10,98 0,0489542 2 0,0244771 2,97 0,1269
Virusul 10,98 0,0489607 1 0,0489607 5,97 0,0506
Explantul 70,73 0,315302 2 0,157651 19,13 0,0025
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Dupa excizare si inoculare pe medii nutritive de culturd explantul pierde relatiile ergastice, morfologice,
dar nu si cele genetice. Noile conditii induc signale care directioneaza dezvoltarea de mai departe in conditii
in vitro (calusogeneza, organogeneza, moarte celulard) asigurate de programe genetice strict coordonate si
consecutive, fiind dependente de efectul combinat al mai multor factori.

In cazul infectarii plantelor cu virusuri intre genomurile acestora pe parcursul patogenezei se stabilesc
interrelatii in dependenta de tipul reactiei gazdei fatd de acest patogen (susceptibilitate, toleranta sau rezistenta).
Este cunoscut faptul ca doar patrunderea particulelor virale prezinta signale ce induc reactii de raspuns care
au la baza un sir de reactii biochimice. Modificarile stabilite in cazul infectiilor proliferative cuprind cele mai
diverse procese fiziologice si biochimice [21]. Efectele genetice provocate de fitovirusuri nu mai sunt surprin-
zatoare. Intr-un sir de lucréri citate in [16] sunt descrise modificari ale procesului de conjugare a cromozo-
milor, ale repartitiei materialului genetic Intre celulele fiice, modificari ale crossing-overului in anumite seg-
mente marcate, fiind prezentatd insusirea infectiei virale drept inductor al variabilitatii genetice. Prin aplicarea
analizei dispersionale 1n studiul dat a fost confirmat impactul infectiei virale asupra variabilitatii somaclonale;
puterea de influenta a agentului patogen fiind specificd genotipului. S-a stabilit ca in cadrul aceluiasi genotip
originea explantului constituie sursa esentiald de variatie a capacitatii de calusogeneza, determinand cca 70%
din variatiile acestui indice.

Concluzii

v" Frecventa calusogenezei si regenerarii la cele 5 genotipuri de varza studiate este determinatd de genotip in
proportie de 50%. Virusul mozaicului conopidei contribuie la variatia calusogenezei si regenerarii cu o
putere de influentd de cca 36 si 18%, respectiv.

Originea somaclonei reprezintd o sursd majora ce determina variatia calusogenezei cu o contributie de cca 70%.
Rezultatele experimentale, confirmate in baza analizei dispersionale, ne permit de a scoate in evidenta
impactul infectiei virale asupra proliferarii celulare in conditii in vitro modulat de originea explantului si
genotipul gazdei.
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