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Abstracts:  The work is focused on ultrastructural and biochimical study of stratificated (+4 0C) apple seeds
of Malus pumilla Mill.

Introducere

Între !!tapa embrionar;I ş; C-t!a de JUVemlttate s-,;. consolidat tilogenehc starea de 
repaus, cu durată variabilă în functie de specie [9] .în principiu, perioada Jacentă este 
caracteristică practic pentru toate plruttele superioare. Această perioadă de repaus 
vegetativ, cuprinsă între p1imele două etape ale ontogenezei plantelor - carnc:tenz.ate 
printr-o intensă activitate biochimică - se desfăşoară în timpul maturării complete a 
semintelor şi reprezintă pârghia evolutive necesanl pentru menţinerea vitalitl\lii 
embrionului în condiţiile nefavorabile ale mediului înconjurător [8]. Repausul vegetativ 
este caui.at de imaturitat•.:.a fi1iologică a embrionului (embrion rudimentar), rezistaiJa 
mecanică şi impermeabilitatea pentru 1tpă ş1 gaze a învelişurilor semintei precum şi de 
prezenţa unor inhibitori ai germinării. 

Aceste bariere sunt anihilate prin stratificare, care iniţiază astfel trecerea de Ja etapa 
embrionarii la cea de juvenilitate, prin crearea condiţiilor de realizare a proceselor 
fiziologice, morfologice şi biochimice care induc germinarea, prin trecerea embrionului 
seminal din slart'.a de repaus într-o stare activi de creştere. ModificJrile ce au loo în 
timpul stratificării se produc în condiJii diforite de la o specie la alta şi în principiu aceşti 
factori, în ansamblu, sunt legaţi de adaptarea cât mai ampli a speciei la mediu. 

La nivelul semintelor se produc diverse modificAri pe tot parcursul perioadei de 
stratificare, când eitpresia genelor este reprogramatl. Io cadrul msi restrâns al biochimiei 
semi.11 ţelor [3], la nivelul embrionului - îo ax (îo timpul strntificirii} şi în cotiledoane 

(în timpul stratificării şi germinării) - au loc schimbării structurale (71 care ţin de

degradarea substratului proteic [ 4] şi sµbi;trntului lipidic [6], de apari pa şi degradarea 



68 

amidonului, deamidarea proteinelor membranan: [ 12J. de modificări în conţinutul 

enwnatic, în cel al aminoacizilor ş1 substanţelor de depozitare, precum şi al acizilor 

nucleici. 

ir. anumite condiţii. prin degradarea proteinelnr de rereJV:l rezultă energia necesari 

întreţinerii proceselor vitale 

Investigaţiiie de ultrastructuri - prin intermediu! microscopiei electronice prin 

transmisie •- nu au fost pânli în prezent orientate �pre mtimitatea acestui complex proces 

de stratificare. Dm aceste raţiuni ne-am propus să abordălll câteva aspecte de ultr.t­

structură a embrionului seminţelor de măr pe parcursul stratificării şi � le corelăm cu , 

serie de investigaţii biochimJce referitoare la bilantul aminoacizilor care intervin în 

i:cest proces. 

Material şi metode de cercetare

Embnoni1 seminţelor soiului de măr Slava pob�iteliam <Siava peremojtiam) din 

Repubbca Moldova, aparţmând speciei Malus pumilla Mill. au fost fixaţi, conform 

metocltcii cunoscute [ 11], în glutaraldebidă 6 % şi tetraoxid de osmiu l % . deshidrataţi in 

sem crescânde de alcool şi îmbibaţi în răşini. Secţiunile ultrafine au fost efectuatt: la 

ultrarmcrotomul „LKB w, contrastate cu uranilacetat ş1 citrat de sodiu ş1 cercetate la 

microscopul electroruc prin transmisie „EM 125 Kw . 

Ulterior, în cadrul investigaţiilor biochimice, pentru fiecare dintre probele stud1alf' 

(axe embrionare şi cotiledoane) înainte şi la sfârşitul stratificlrii (control-K şi STR4) 

precum şi pentru cotiledoanele, tigela ş1 radicula apărute în urma germinării (GER), într• 

:-i primi etapi s-a determinat azotul total (Nt) � dupA metoda micro-Cb.ieldal - şi s-a 

calculat cantitatea procentualk de proteine (Nt+6,25%) conform literaturii (10). După 

aceai;ta, probele au fost bidroli7.ate în prez.enţl de acid clorhidric (HCI) 6n, bmp de şase 

ore, sub presiune (2 atm), într-un autoclav de tip „GK 200". în vederea descompunerii 

proteinelor în aciz.i aminici. Ulterior, probele au fost analizate prin intermediul 

anali­zorului automat de aminoacizi de tip „ T 339". Datele au fost preluate pe un 

înregistrator de tip "Line Recorder TZ 4100-4003 Multi.range" şi prelucrate de un 

integrator de lip 

.Digital Integrator-model 26 C", în vederea calculării suprafeţelor pic-urilor (în unitlli 

relative) şi transmiterii mformaţiilor cltre un calculator (IBM-PC· Xl), pentru a se 

calcula exact conţinutul procentual ( % ) fiecArui aminoacid în parte . 
. . 
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Rezultate şi discuţii 

Micwscopia efect nici! prin transmisie, apliC3tă restrâns ca metodă de studiu auxiliară 
metodei or biodumice. a permis virualiz.area componentelor ultra;;tructurale embrionare - 

pe parcursul stratificării - conducând astfel şi la o confirmare a datelor biochimice 
obtmute ulterior [ 14 J la di fonte genotipuri ce aparţin spec1e1 MalcJS pumi!w Mill.

Investigaţiile asupra sellllnţelor fructelor 11par\inând soiului Slava pobediteliam, la 

cde două extremită� ale U1tervalului de :,tratificare, au vizat in special porţiune.i me<lianl a 
axului embnonar şi rua1 putin cotiledoande - cunoscute deJa ca preuntâod depo:ute 
proteice foarte numeroase şi de dimens1uui mari. numero�; sferosomi, şi fiind lips;te de 
ribozomi. Celulele axului embrionar. la începutul intervalului de stratificare (Fig. la, b) 
prezintă din punct de vedere ultrastructura! grăunvioare mari de aleuronă (Ga), numeroşi 
sforosomi (S). ribozomi liberi (R) puţim şi rare canale de reticul endoplasmatic <RE) 
Numărul mic al ribozomilor, în majoritate liben. absenţa pohnbozomilor ş1 a rehcululu, 
endoplasmatic granular (REG) reprezintă mdici ai inactivării prote.osintezei. D1mensil1Dllt! 
şi numărul mare al incluziunilor proteice şi lipidice semnifică gradul maxi_.,. de imobilizare 
a acestor rez.erve la acestă etapă. Spre finalul intervalului de stratificare (Fig 2a, b) se 
constată mobilizarea rerervelor lipidice prin degradarea sferosomtlor (Fig 2a. vezi săgeata) 
şi reducerea dimensională a granulelcr de aleuronA, ceea re presupune implicarea unor 
sisteme enzimatice în aceste procese hidrolitice. Concomitent, creşte numărul ribozomilor 
(polizomi) ş1 a canalelor REG. aspecte legate de o creştere a ratei de proteosintez.ă, 
probabil implicată fie în sintet.a enzimelor proteolitice care conbnul degradarea re:zervelor 
proteice, fie în edificarea ulterioară a unor precursori bîostructu­rali. 

Datele obţinute, în concordant' cu cele din literaturi [13), ara.li ci depozitele lipidice 
sunt primele mobilizate pe parcursul stratificlrii, ulteriOT fiind hidroliz:ate proteinele şi că 
aceste procese, determinate enzimatic. implici o participa.re ribozomali (dovadă, creşterea 
numărului de ribowmi). Declanşarea proceselor hidrolittceare loc mai întâi la nivelul 
axului embrionar şi apoi în cotiledoane. 

În unna htdroli:zei proteice s-a observat ci întreaga cantitate(�) de amt total (Nt), 
atAt din axul embnonar. cit şi din cotiledoane. se regAseşte în valori mai mici la sflrşitul 

întregii penoade de stratificare (STR 4) fali de contro} (K) - (Tab. I); la unele 

componente structurale ale semmţelor dupl gemunare (GER), con&inucuJ de Nt scade de 
la 4,48flf, (cotiledoane) la 1,27% (tigeli). Paralel cu aceste mvolutii al� Nt regisim şi 
variatitle contmutului proteic (f ab. I) pe penoada stratificlrii Şt anume: iD axul embrionar 
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de la 21,00% (K) la 20,38% (STR 4), iar în cotiledoane de la 34,00% (K) la 30,38% (STR 
4), în cotiledoane şi tigelă (la începutul germinării-GER), de 28,00% şi respectiv 7,94%.

Din punct de vedere al conţinutului în aminoacizi, constatăm că faţă de nivelul din· 
probele de control (K), acesta descreşte repede, deoarece proteinele se degadează din 
depozite; o mare parte din aminoacizi încep să scadă în conţinut şi ca urmare a
reasamblării în diverse structuri specifice embrionului pe parcursul creşterii, precum 
şia fonnării aminoacizilor liberi.

Asffel, în axul embrionar, spre sffo;;mil stratifaarii (STR 4) numai in cazu! 
lrooninei, P.lanin�i, iz.oleucinei ş1 arginmei, nivelul lor procentual eSte mai ridicat faţa de 

K, în timp ce continutul celorlalţi 11 a1U111oacizi se regăseşti� sub formă diminuam. �cdaşi 
lucru se constată şi în cotiledoane, dar în acest caz numai la treonină, arginină ::,1 - în plus 
- ta serină se mai constată un nivel puţin mai tidicat la STR 4 faţă de K, restul
aminoacizilor urmând aceleaşi legităţi menţionate anterior.

Valorile cele mai ridicate în conţinutul aminoacizilor ie rntâlnim la acidul glutamic 
(3,89%), acidul aspartic (2,02%), arginmă (l,56%), glicină (1,53%), prohnA (1,36%), 
în C&Zlll axului embrionar, spre deosebire de cotiledoane, unde conţinutul(%) este mlli 
ridicat la acidul glutamic (6,17%), arginină (3,82%), lecitină (3,16%), acid aspartic şi 
glicinl (2,98%) si proli.nă (2.14%). La polul opus, cu cele mai mici valori, se 
înregistrează metionina (0,29%), tirozina (0,36%), histidina {0,56%), treonina (0,65 
%), serina (0,68 % ), fenilalanina {O. 72 % ), lizina (O, 74 % ) şi valina (O, 76 % ) - în 
cazul axului embrionar, în timp ce în cotiledoane nivelul procentual este ceva mat ridicat, 
în concordantl cu nivelul general mai ridicat al proteinelor în tesuturi, valori sub 1 % 
întâlnindu-se doar la metioninl (0,37%), serinil (0,75%), treoninA (0,68%), lizini'l 
(0.96%) şi tirozină (0,99%). 

Referitor la componentele structurale ale seminţei, de la începutul germinării, se 
c;onstată o fireasci tendinţă de descreştere a conţinutului de aminoacizi dinspre 
cotiledoane spre tigell. Şi aici, în primele doul cazuri, predomină fracţiile acidului 
glutam.ic (2,39% şi, respectiv, 1,06%), leucinei (2,68% şi, respectiv, 0,86%) şi acidului 
aspartic (2,65% şi, respectiv, 0,77%). 

La cotiledoane, în special, este de remarcat faptul ci în timp ce conţinutul unor 
aminoacizi (acidul glutamic, serina şi prolina) creşte relativ brusc odati cu declansarea 
\ţennin.ării. cel al altor aminoacizi (tirozina, histidina, lizina) manifestă o d�reştere 
pronunţatl. De aici reiese el, la nivelul cotiledoanelor, la începutul germinlrii au loc 
doul procese distincte: (1) procesul de degradare a proteinelor de rei.ervl şi formarea 
unor aminoacizi liberi, fapt care duce la diminuarea conţinutului ammoacizilor studiaţi; 
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(2) transformarea reciprocă a acestor aminoacizi, unii în alţii, şi formarea t:nor proteine

noi, fapt care duce la c1eşterea procentajului de aminoacizi (studiaţi) în timpul germinării.

Tabloul final al continutului în aminoacizi, privit prin prisma comparaţiei între 

începutul şi sfârşitul strati;icarii, ne sugerează ca diminuarea majoritătii aminoacizilor din 

seminţele stratificate complet este într-adevăr în legătura cu creşterea activităţii sistemelor 

biosintetizatoare necesare dezvoltării atât a embrionului, în general, cât şi a componente­ 

lor sale structurale apărute în unna germinării, în particular. 

Concluzii 

În cor-.;Jaţie cu inforwatiile parţiale din literatura, putem concluziona că pe 

parcursul procesului de stratificare se realizează mobilizarea substanţelor de rezerv! (atât 

a lipidelor cât şi a proteinelor), succesiv, în ordinea: ax embrionar şi cotiledoane, adică 

într-o ,.inversă dependenţă" cu gradul specializării pentru funcţia de depozit. 

Rezervele de substante i.-unt imobilizate masiv şi relativ stabil la nivelul 
cotilecloa­nelor ş1 în mod auxiliar şi tranzitoriu la nivelul axului embrionar. 

Prin intermedi�l acestor procese .complexe e-ste clarificatJ problema creşterii 

procentului unor aminoacizi, concomitent cu scăderea justificată a conţinutului celorlalfi 

amiaoacizi legaţi pe parcursul procesului de stratificare. 
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TABELUL I

Conţinutul aminoacizilor în proteinele solubile totale din axul embrionar, cotiledoane şi tigelă, pe 
parcursul stratificării şi la începutul germinării 

-

'li, (din probele u.scute oalural) 

as embrionar cotiledoane cotiledoane tî.gell 

Aminoacid stratirx:are 

K STR4 K STR4 
genninatt 

Acid uputic 2.02 1,93 2,98 : .39 2.65 0,77 

Tn:onina 0,65 0,68 0,79 0.QJ 0,54 0,28 

Serina 0,68 0.61 0,75 0.85 0,96 0,31 

Acidul glutamic: 3,89 3,69 6,17 S.46 7,39 1,06 

Prolina 1,36 1,19 2,14 1.n 2,45 0,14 

Glicina 1,53 1,38 2,97 2.65 1,72 0,38 

Anilina 0.94 1,16 1,70 l.52 1,04 0,26 

Valina 0,76 0,74 1,46 1,31 0,82 0,41 

Mccionina 0,29 0,25 0,37 0,32 0,29 0,14 

�ina 0,70 0,76 1,35 1,26 0,67 0,34 

Leucina 1.48 1,18 3,16 3,03 2.68 0,86 

Tirozina 0,.36 0,34 0,99 0,86 0,34 0,34 

Fa!ilalaoioa 0,72 0,70 1,49 1.28 1, 13 0,41 

Hillidim 0,56 0,47 1,40 l,22 O,S6 0,36 

Lmna 0,74 0,88 0.96 1,02 0,48 0,42 

ArJiDina 1.56 1,68 3,82 2,54 3,15 0,40 

Nt 3,36 3,26 5,44 -U6 4.4i 1,27 

Pmci� (Nt•6,25) 21.00 20,38 J4.00 30.38 28,00 7,94 
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