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ASPECTE BIOCHIMICE SI ULTRASTRUCTURALE _
PE PARCURSUL STRATIFICARII SEMINTELOR DE MAR
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Abstracts: The work is focused on ultrastructural and biochimical study of stratificated (+4 °C) apple seeds
of Malus pumilla Mill.

Introducere

fntre etapa embrionard i cea de juvenilitate s-a consolidat filogenetic starea de
repaus, cu duratd variabild in funclie de specie [9] .In principsu, perioada latenti este
caracteristic practic pentru foate plantele superioare. Aceastdi perioadd de repaus
vegetativ, cuprinsd intre primele doud ctape ale ontogenezei plantelor — camcterzate
printr-o intensd activitate biochiinicd — se desfigoard in timpul waturdrii complete a
semintelor §i reprezintd piarghia evolutivé necesard pentru mentineres vitalitiii
embrionului in conditiile nefavorabile ale mediului inconjuritor [8]. Repausul vegetativ
esté cauzat de imaturitatea fiziologicA a embrionului (embrion rudimentar), rezistenga
mecanicd §i impermeabilitatea pentru upd g1 gaze a invelisurtior seminfei precum §i de
prezenta unor inhibitori ai germinarii.

Aceste bariere sunt anihilate prin stratificare, care inifiazi astfel trecerea de la etapa
embrionard la cea de juvenilitate, prin crearea condifiilor de realizare a proceselor
fiziologice, morfologice gi biochimice care induc germinarea, prin irecerea embrionuiui
seminal din starea de repaus intr-o stare activd de cregtere, Modificarile ce au ioc in
timpu) stratificirii se produc in conditii diferite de la o specie la alta i in principiu acesti
factori, in ansamblu, sunt legati de adaptarea cét mai ampli a speciei la mediu,

La nivelul semintelor se produc diverse modificiri pe tot parcursul perioadei de
stratificare, ciind expresia genelor este reprogramati. In cadrul mai restrfins al biochimiei
semin telor (3], la nivelul embrionulur — in ax (in timpul stratificdri) §i in cotiledoane
(in timpul stratificini §1 germinArii) — au loc schimbirii structurale [7] care {in de
degradarea substratului proteic {4] si substratului lipidic {6], de apantia si degradaren
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amdenului, deamidarea proteinelor membranare | 12}. de modificdn in conginutul
enzimatic, in cel al aminoacizilor §1 substanjelor de depozitare, precum s§i al acizilor
nucleici.

{r anumite condifii. prin degradarea proteinslor de rezerva rezulti energia necesard
inteefinerii proceselor vitale

Investigatiiie de ultrastructurdi — prin intermediu! microscopiet electronice prin
transmisie -- nu au fost pand in prezent orientate spre intimitatea acestui complex proces
de stratificare. Din aceste ratiuni ne-am propus si abordiin cateva aspecte de ultra-

structurd a embrionului seminjetor de mar pe parcursu! stratificini si si le coreldm cu .

serie de investigafii biochimice referitoare la bilantul aminoacizilor care intervin in
aCeSt proces.

Material si metode de cercetare

Embnonia semintelor soiului de mir Slava pobediteliam (Siava peremojriam) din
Republica Moldova, aparpinind speciei Malus pumilla Mill. au fost fixafi, conform
metodtcii cunoscute { 11}, in glutaraidehid? 6 % gi tetraoxid de osmiu 1 % . deshidratati in
sern crescande de alcool si imbibafi in rdsini. Sectiuaile ulitrafine au fost efectuate la
ultramicrotomul ,,LXB “, contrastate cu uranilacetat gi citrat de sodiu §i cercetate ia
microscopul electronic prin transmisie ,EM 125 K“.

Ulterior, in cadrul investigatiilor biochimice, pentru fiecare dintre probele studiate
(axe embrionare §i cotiledoane) inainte si la sfargitul stratificini (control-K si STR4)
precum §i pentru cotiledoanele, tigela 51 radicula apirute in urma germinarii (GER), intr-
O primi etapd s-a determinat azotul total (Nt) - dupd metoda micro-Chieldal - §t s-a
calculat cantitatea proceptusia de proteine (Nt*6,25%) conform literaturii {10}. Dupi
aceasta, probele au fost hidrolizate in prezentd de acid clorhidric (HCI) 6n, ump de sase
ore, sub presiupe (2 atm), intr-un autoclav de tip ,GK 200, in vederea descompuneni
proteinelor in acizi aminici. Ulterior, probele au fost analizate prin intermediul
anali-zorului automat de amunoacizi de tip , T 339“, Datele au fost preluate pe un
inregistrator de tip ,Line Recorder TZ 41004003 Muitirange“ §i prelucrate de un
integrator de tip
.Digital Integrator-model 26 C“, in vederea calculdrii suprafetelor pic-urilor (in unitati
relative) §i transmiterii nformatiilor ciitre un calculator (IBM-PC- XT), pentru a se
calcula exact confinutul proceutu;ll (%) fiecirui aminoscid in parte.
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Rezultate i discugii

Microscopia clect nicd prin transmisie, aplicatd restrans ca metedd de studiu auxiliari
metodei or biechimice. a permis vizualizarea componentelor ultrastricturale embrionare —
pe parcursul stratificarii — conducand astfel si la o confirmare a datelor biochimice
obtmute ulterior { 14 }la di fente genotipuni ce apargin species Malus pumilla Mill.

Investigatitle asupra sermnfelor fruciclor aparfinind sciuiui Slava pobediteliam, la
cele doud extremutifi ale intervalulun de stratificare, au vizat in special porfiunea median3 a
axului embrionar §i mar pulin cotiledoanele - cunoscute deja ca prezentand depozte
proteice foarte nurueroase §i de dimensiuni wari. numerosi sferosomi, si fiind lipsite de
ribozomi. Celulele axulu1 embrionar. la inceputul intervaiuiui de stratificare (Fig. la, b)
prezintd din punct de vedere ultrastructural griun.ioare mari de aleurond (Ga), numerost
sferosomi (S), ribozomi liberi (R) putuar §i rure canale de reticul endoplasmatic (RE)
Numirul mic al ribozomilor, in majoritate liberi. absenta polinbozomilor st s reticululus
endoplasmatic granujar (REG) reprezinti indict 2i 1nactivdni proteosintezei. Dimeasiunile
si numirul mare al incluziuntlor proteice si lipidice semnificd gradul maxi_. de imobilizare
a acestor rezerve la acestd etapd. Spre finalul intervalului de stratificare (Fig 2a, b) se
constatd mobilizarea rezervelor lipidice prin degradarea sferosomslor (Fig 2a, vezi sigeata)
si reducerea dimensionald a granulelcr de aleuroni, ceea ce presupune implicarea unor
sisteme enzimatice in aceste procese hidrolitice. Concomitent, cregte numdrul ribozomilor
(polizomi) 51 a canalelor REG, aspecte legate de ¢ crestere a ratei de proteosintezi,
probabil implicati fie in sinteza enzimelor proteolitice care continui degradarea rezervelor
proteice, fie in edificarea ultenoard a unor precursori biostructu-rali.

Datele obtinute, in concordant3 cu cele din literaturd [13], aratii c3 depozitele lipidice
sunt primele mobilizate pe parcursul stratificirii, ulterior fitnd hidrolizate proteinele si ci
aceste procese, determinate enzimatic. implic o participare ribozomal# (dovad3, cresterea
numidrului de ribozomi). Declangarea proceselor hidroliticeare loc mai intii la nivelul
axului embrionar §i apot in cotiledoane.

o urma hidrolizei proteice s-a observat ca intreaga cantitate (%) de azot total (Nt),
atit din axul embrionar. 4t si din cotiledoane. se regdsegte in valori mai mici la sfargitul
intregii penoade de stratificare (STR 4) fatii de contro! (K) - (Tab. I); la unele
componente structurale ale semuntelor dupd germunare (GER), continutul de Nt scade de
la 4,48% (cotiledoane) la 1,27% (tigelx). Paralel cu aceste involufii ale Nt regdsim i
variatitle confinutului proteic (Tab. 1) pe penoeda stratificirii $1 anume: in axul embrianar
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de la 21,00% (K) la 20,38% (STR 4), iar in cotiledoane de la 34,00% (K) la 30,38% (STR
4), in cotiledoane si tigela (la inceputul germinarii-GER), de 28,00% si respectiv 7,94%.

Din punct de vedere al continutului in aminoacizi, constatam ca fata de nivelul din
probele de control (K), acesta descreste repede, deoarece proteinele se degadeaza din
depozite; o mare parte din aminoacizi Incep sa scada in continut si ca urmare a
reasamblarii 1n diverse structuri specifice embrionului pe parcursul cresterii, precum
§lformirii aminoacizilor liberi.

Astfel, in axul embrionar, spre sfarsimai stratificarit (STR 4) auma in cazul
treoninei, alaninei, izoleucinei 1 arginiuei, nivelul lor procentual este mai nidiwcat faga de
K, in timp ce continutul celorlalii 1 1 aminoaciz se reghseste sub forma diminuati. Acelasi
lucru se constaM §i in cotiledoans, dar in acest caz numai la treonind, arginind y1 - in plus
— la serind se mai constatd un nivel putin mai tidicat la STR 4 fa@ de K, restul
aminoacizilor urmind aceleasi legita}i men{ionate anterior.

Valorile cele mai ridicate in confinutui aminoacizilor ie intalnim la acidul glutamic
(3,89 %), acidul aspartic (2,02%), arginini (1,56 %), glicini (1,53%), prolinz (i,36%),
in cazul axului embrionar, spre deosebire de cotiledoane, unde confinutul (%) este mai
ridicat ia acidul glutamic (6,17 %), arginind (3,82 %), lecitind (3,16 %), acid aspartic st
glicina (2,98%) si prolind (2,14%). La polul opus, cu cele mai mici valon, se
inregistreazd metionina (0,29 %), tirozina (0,36 %), histidina (0,56 %), treonina (0,65
%), serina (0,68 % ), fenilalanina (0, 72 % ), lizina (0, 74 % ) si valina (0, 76 % ) — in
cazul axului erabrionar, in timp ce in cotiledoane nivelul procentual este ceva ma ridicat,
in concordanfi cu nivelul general mai ridicat al proteinelor in (esuturi, valori sub 1 %
intilnindu-se doar la metionind (0,37%), serind (0,75%). treonina (0,68%), lizind
(0.96 %) si tirozina (0,99 %).

Referitor la componentele structurale ale semialei, de la inceputul germinirii, se
constatd o fireascd tendint® de descrestere a confinutului de aminoactzi dinspre
cotiledoane spre tigeld. $i aici, in primele doud cazuri, predomina fractiile acidului
glutamic (2,39% si, respectiv, 1,06 %), leucinei (2,68 % si, respectiv, 0,86 %) st acidului
aspartic (2,65 % §i, respectiv, 0,77%).

La cotiledoane, in special, este de remarcat faptul c& in timp ce continutul unor
aminoaciai (acidul glutamic, serina si prolina) creste relativ brusc odatd cu declansarea
germindmi, cel al altor aminoacizi (tirozina, histidine, lizina) manifestd o descrestere
pronunjati. De aici reiese c3, la nivelul cotiledoanelor, la inceputul germinini au loc
doua procese distincte: (1) procesul de degradare a proteinelor de rezervd si formarea
unor aminoacizi liberi, fapt care duce la diminuarea confinutviui aminoacizilor studiafi;
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(2) transformarea reciprocd a acestor aminoacizi, unii in altii, si formarea upor proteine
noi, fapt care duce la ciegterea procentajului de aminoacizi (studiafi) in timpu) germinanii.

Tablou! final al coojinutului in aminoacizi, privit prin prisma comparatiei intre
inceputul §i stirgitul stratificarii, ne sugereazi cd diminuarea majoritifii aminoaciailor din
semintele stratificate complet este intr-adevar fn legiturid cu cregterea activitatii sistemelor
biosintetizatoare necesare dezveltisii atdt a embrionului, in general, cat si a componente-
lor sale structurale apirute in urtaa germindrii, in particular.

Concluzii

fn corclaie cu informatiile partiale din literaturd, putem concluziona ci pe
parcursul procesului de stratificare se realizeazi mobilizarea substantelor de rezervi (atit
a lipidelor cit gi a proteinelor), succesiv, in ordinea: ax embrionar si cotiledoane, adicd
intr-o , inversi dependentd“ cu gradul specializirii pentru functia de depozit.

Rezervele de substanfe sunt imobilizate masiv i relativ stabil la nivelul

cotiledoa-nelor §1 in mod auxiliar gi tranzitoriu la nivelul axului embrionar.
Prin intermediul acestor procese .complexe este clarificati problema cregterii

procentului unor aminoacizi, concomitent cu scdderea justificati a continutului celorlalfi
aminoacizi legati pe parcursul procesului de stratificare.
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TABELUL I

Continutul aminoacizilor in proteinele solubile totale din axul embrionar, cotiledoane si tigeld, pe
parcursul stratificarii si la inceputul germinarii

% (din probele uscate aatural)
ay embrionar [ cotiledoane cotiledoane tigela
Aminnacd stratificare
K STR4 K STR4 e
Acid aspartic 2.02 1,93 2,98 2.39 2.65 0,77
Treonina 0,65 0,68 0,79 0.93 0,54 0,28
Serina 0,68 0.6! 0,75 0.858 0,96 0,31
Acidul glutamic 3,89 3,69 6,17 5.46 7,39 1,06
Prolina 1,36 1,19 2,14 1.93 2,45 0,14
Glicina 1,53 1,38 2,97 2.65 1,72 0,38
Aanilins 0.94 1,16 1,70 1.52 1,04 0,26
Valina 0,76 0,74 1,46 1.3 0,82 0,41
Metionina 0,29 0,25 0,37 0,32 0,29 0,14
Roleucina 0,70 0,76 1.35 1,26 0,67 0,34
Leucima 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
Eenilalanina 0,7 0,70 1,49 1,28 1,13 0,41
Hinidina 0,56 0,47 1,40 {,22 0,56 0,36
Lrzina 0,74 0,88 0.96 1,02 0,48 Q0,42
Argimine .56 1,68 3,82 2,54 3,15 0,46
Nt 3,36 3,26 5,44 4,36 4,43 1,27
Proteine (N1*6,25) 21,00 20,38 34.00 30.38 28,00 7,94
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