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UNELE ASPECTE ALE RESTABILIRII MITOZELOR DUPĂ

TRATARE CU EDTA

M. RETEZEANU

Datorită faptului că şi EDTA produce alterări ale mitozei ase-

mănătoare cu cele ale colchicinei, ne-am pus întrebarea dacă şi acţiunea

EDTA este reversibilă.

Acest fenomen în urma experimentărilor l-am explicat astfel :

In cazul folosirii unei soluţii de EDTA în concentraţii mici

(0,0001 M—o,ool M) şi apoi trecerea plantulelor în apă bidistilată, feno-

menul este reversibil.

Modificările produse de EDTA se datoresc complexării cationilor

bivalenţi existenţi în mediul ionic celular. Echilibrul ionic se restabileşte

imediat, deoarece radicelele se dezvoltă pe seama rezervelor din cariopse

şi cantitatea de EDTA fiind mică şi angajată sub formă de complecşi

nu mai poate modifica acest echilibru.

Dacă se lucrează cu o concentraţie de EDTA mai mare de 0,003 M

şi apoi plantulele sînt trecute în apă bidistilată, fenomenul este ir e-

versibil datorită faptului că la aceste concentraţii se produce o

fragmentare a cromozomilor, prin complexarea cationilor bivalenţi de

Ca 2+ şi Mg
,

care se găsesc în cromozomi.

Datorită faptului că şi EDTA produce alterări ale mitozei asemă-

nătoare cu cele ale colchicinei, ne-am pus întrebarea dacă şi acţiunea

EDTA este reversibilă, după cum se observă uneori în cazul colchicinei (2).

într-o lucrare anterioară am arătat că EDTA are o acţiune imediată,

asupra meristemelor radiculare de Triticum vulgare, frecvenţa mitozelor

alterate creşte progresiv cu timpul de acţiune atingînd maximum la

90'- -l 2o' pentru ca apoi numărul acestora să scadă (5).

Pentru a stabili eventuala reversibilitate a fenomenului am efectuat

o serie de experienţe.
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Material şi metodă de lucru

Materialul întrebuinţat au fost cariopsele de grîu (Triticum vulgare

Vili.)) soiul „Bezostaia".

Ca metodă de lucru în aceste experimentări am folosit două variante:

— în prima variantă am luat o serie de cutii Petri cu diametrul

de 10 cm, în care am pipetat în fiecare cîte 15 ml sol EDTA 0,003 M.

După 90 minute de contact al radicelelor cu soluţia de cercetat, am

clătit cu apă bidistilată radicelele plantulelor de grîu şi apoi le-am trecut

în altă serie de cutii Petri de acelaşi diametru şi în care am pipetat cîte

15 ml apă bidistilată. Plantulele au fost ţinute în apă bidistilată 1, 4, 6, 10

si 24 ore la temperatura de 24° C. După scurgerea acestor intervale de

timp, plantulele au fost scoase din apă şi am secţionat radicelele prin-

cipale fixîndu-le în sol. Navachine şi apoi le-am colorat cu hematoxilină

ferică (4) ;

— în a doua variantă pentru a constata dacă aceste procese ce se

desfăşoară prin reîntoarcerea la condiţii normale de viaţă variază sau nu

după durata tratamentului, am efectuat experimentări tot pe grîu, la care

am schimbat timpul de tratament cu EDTA şi am păstrat invariabilă

durata de timp în apă bidistilată (18 ore). în acest scop am luat o serie

de cutii Petri cu diametrul de 10 cm în care am pipetat în unele 15 ml sol.

EDTA 0,001 M şi în altele sol. EDTA 0,003 M, în care am introdus plan-

tulele de grîu a căror radicelă principală avea cea. 1 cm. Radicelele au

fost supuse acţiunii EDTA timp variabil de la 30', 90', 2 ore, 4 şi 6 ore.

După aceste intervale de timp, radicelele au fost clătite cu apă bidistilată.

Toate variantele au fost ţinute acelaşi interval de timp adică 18 ore în

apă bidistilată.

Rezultate

La prima variantă, exemplarele care au stat 90' în sol. EDTA 0,003 M

чи prezentat 27,8 e/o mitoze alterate.

Radicelele scoase din sol. EDTA după 90 minute, clătite cu apă
bidistilată şi apoi menţinute în apă bidistilată intervale variabile de timp,

au prezentat următoarele aspecte:
— după o oră am observat 14o/o mitoze alterate şi 2,3°/o diviziuni

normale (profaze şi telofpze), nucleoli măriţi în volum ;

— 1a exemplarele ţinute 4 ore în apă bidistilată, numărul mitozelor

alterate au scăzut 1a 8°/o, iar diviziunile normale s-au menţinut 2,3°/o,
nucleolul a prezentat un volum mai redus;

— 1a radicelele ce au stat 6 ore în apă bidistilată, se observă în

parenchimul cortical 2—-3 rînduri de celule cu nuclei picnotici. iar nu-

mărul mitozelor alterate s-a redus 1a 4%. Pseudomctafazele încep să

prezinte un aspect mai dezorganizat, cu cromozomi mai subţiaţi şi mai

scurţi (fig. 1), iar nucleolul se reduce ca volum, avînd o tendinţă de

revenire 1a normal ;

— 1a radicelele care au stat 10 ore în apă bidistilată se observă de

asemenea în parenchimul cortical 3—4 rînduri de celule cu nuclei pic-

notici, şi cea. 8% diviziuni normale, diviziuni ce prezintă forme de reve-

nire spre normal (fig. 2). în general se observă un început de restabilire
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a fusului de diviziune, iar nucleolii îşi reduc volumul, care se mărise

iniţial ;

— după menţinerea timp de 24 ore în apă bidistilată, celulele me-

ristematice ale radicelelor au prezentat aspecte asemănătoare celor des-

crise anterior, cu deosebirea că citoplasmă începe să se dispună parietal.

Rezultatele obţinute de la probele din varianta a li-a, la care radi-

celele plantulelor au fost ţinute un timp variabil în sol. EDTA 0,003 M

şi apoi 18 ore în apă bidistilată au arătat :

— exemplarele ce au stat 30' în sol. EDTA şi apoi 18 ore în apa

bidistilată au prezentat 160/0 diviziuni normale şi 4<y0
mitoze alterate,

caracterizate prin pseudometafaze incomplete;

Microfotograf ii ale diverselor imagini nucleare din meristemele radicular? de Tri-

ticum vulgare.

Radicele tratate cu EDTA 0,003 M şi ţinute în apă bidistilată timp variabil ;Fig. 1, 2.

Fig. 3, 4. Radicele tratate cu p:DTA 0.003 M timp variabil şi ţinute în apă bidistilată

18 ore (Navachine: hematoxilină ferică).

Microscop de cercetare MC 1, ОС. IOR F 2 X Ob. imersie 100 X-

■— la radicelele ţinute 90 minute în sol. EDTA şi apoi 18 ore în apă
bidistilată au prezentat 17—18% diviziuni normale şi 50/ 0 mitoze alterate,
caracterizate prin prezenţa unor pseudometafaze incomplete, altele puţin
mai dezvoltate, şi nucleoli reduşi în volum;

— după 2—4 ore de acţiune a sol. EDTA după care interval de timp

plantulele au fost trecute 18 ore în apă bidistilată, au prezentat cea. 30/o
mitoze alterate şi 8 — 10<Vb diviziuni normale. Metafazele majoritatea sînt

în tropocineză, iar nucleolii reduşi în volum;
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— la exemplarele ţinute 6 ore sub acţiunea EDTA şi 18 ore în apă
bidistilată au prezentat cea. 22% diviziuni normale şi 3,5°/ o mitoze alte-

rate, caracterizate prin metafaze incomplete, cu cromozomii mai îngroşaţi

şi cu un început de restabilire a fusului de diviziune. Acestea au aspectul

din (fig. 3, 4) care arată o tendinţă de revenire la normal.

Discuţii asupra rezultatelor

Rezultatele acestor cercetări efectuate cu sol. EDTA pe meristeme

radiculare de grîu, ne arată că reversibilitatea produsă de această

substanţă se explică în modul următor:

— în cazul folosirii unei sol. EDTA în concentraţia mică (0,0001 M),

reversibilitatea se datoreşte acţiunii sale complexante. EDTA în

aceste concentraţii mici, complexează ionii bivalenţi din mediul ionic

celular, iar această modificare a echilibrului ionic, are drept efect apa-

riţia de pseudometafaze. Dar, cum radicelele se dezvoltă pe seama rezer-

velor din cariopse, echilibrul ionic se restabileşte imediat şi cantitatea

de EDTA fiind mică şi angajată sub formă de complecşi nu mai poate
modifica acest echilibru.

Faptul că la radicelele de grîu ce au fost tratate 2 ore cu sol. EDTA

0,001 M şi apoi au fost trecute în apă bidistilată, cromozomii îşi revin

la forma lor, denotă că la această concentraţie nu s-au chelat ionii biva-

lenţi din cromozomi. în sprijinul acestei afirmaţii vine şi faptul că, dacă

se lucrează cu o concentraţie ceva mai mare. modificările sînt de o inten-

sitate mai mare, şi de durată mai lungă. în acest caz, fenomenul este

ireversibil. La aceste concentraţii EDTA produce o fragmentare a

cromozomilor, fragmentare ce se poate atribui unei complexări a catio-

nilor bivalenţi de Ca 2+
,

Mg 2+
şi Zn 2+ care se găsesc în cromozomi

servind ca punţi între complexele moleculare ale proteinei cu acizii nu-

cleici.

Dacă timpul de acţiune nu este suficient pentru a fi sensibil alterată

structura cromozomilor, procesele cariochinetice normale sînt aproape

restabilite.

Rezultatele acestor cercetări sînt în contradicţie cu ale unor autori

(], 3), care se datoresc faptului că unii au folosit concentraţii prea mari,

iar alţii au supus plantulele la un timp prea lung de acţiune. în atari

condiţii se produce o modificare definitivă a echilibrului ionic celular şi

probabil o intoxicaţie a citoplasmei.
în prima variantă de experimentări, nucleolul după 90 minute de

acţiune a sol. EDTA asupra meristemelor radiculare de grîu, îşi măreşte
volumul, pentru ca apoi la exemplarele ce au fost ţinute un timp variabil

în apă bidistilată să-şi revină la volumul normal, fapt ce ne îndreptăţeşte
să credem că EDTA are un efect reversibil.

în cazul variantei a li-a a experimentărilor, constatăm că radicelele

cae stau un timp mai mare de 90'—120' în sol. EDTA, apoi au fost

trecute în apă bidistilată, începe o revenire la normal mai accentuată

decît la exemplarele care au stat un timp mai scurt în soluţia experi-
mentată.

Deci, cînd se scot de sub acţiunea EDTA meristemele care au fost

anterior tratate cu aceasta substanţă, se observă după mai multe ore per-
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sistenţa unor statmocinezc, apoi apariţia le figuri mitotice care nu sint

tocmai normale, un prim semn al restabilirii funcţionării fusului de divi-

ziune, înainte de a termina aceste cineze alterate noii nuclei intră în

mitoză.

Aceste rezultate concordă cu cele obţinute prin studii macroscopice,
cercetînd acţiunea EDTA asupra creşterii şi dezvoltării plantulelor de

lupin, la care s-a experimentat şi eventuala reversibilitate (6).

Concluzii

Rezultatele cercetărilor noastre conduc la următoarele concluzii :

1. în cazul folosirii unei soluţii EDTA în concentraţii mici (0.0001 M—

0,001 M) şi apoi trecerea plantulelor în apă bidistilată, fenomenul este

reversibil, deoarece EDTA fiind în cantitate mică complexează ionii

bivalenţi din mediul ionic celular. Radicelele dezvoltîndu-se pe seama

rezervelor din cariopse, echilibrul ionic se restabileşte imediat.

2. Dacă se lucrează cu o concentraţie de EDTA mai mare de 0,003 M

şi apoi plantulele sînt trecute în apă bidistilată, fenomenul este irever-

sibil, deoarece la aceste concentraţii se produce o fragmentare a cro-

mozomilor, prin complexarea cationilor bivalenţi de Ca
2+

şi Mg
2+

,
care

se găsesc în cromozomi servind ca punţi între complexele moleculare ale

proteinei cu acizii nucleici.
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EINIGE GESICHTSPUNKTE ÜBER DIE WIEDERHERSTELLUNG

DER MITOSEN NACH BEHANDLUNG MIT EDTA

Zusammenfassung

Da EDTA Veränderungen in den Mitosen, gleich jenen von Col-

chicin hervorgerufenen, verursacht, stellten wir uns die Frage ob die

Einwirkung von EDTA auch reversibel ist.

Diese Erscheinung, nach uneren Untersuchungen, lässt sich fol-

gendermassen beantworten :

— Wird eine schwach konzentrierte (0,0001 M — 0,001 M) EDTA—

Lösung benützt, worauf die Pflanzchen in destilliertes Wasser gebracht

werden, ist die Erscheinug reversibel.



Die von EDTA hervorgerufenen Veränderungen sind der Kom-

plexierung der bivalenten Kationen, die im ionisierten Zellmedium

vorhanden sind, zuzuschreiben. Das lonen-Gleichgewicht wird sogleich

wiederhergestellt, da die Würzelchen sich auf Grund der Reservestoffe

des Getreidekornes entwickeln und da die Menge von EDTA gering

ist und in den Komplexen gebunden wird, kann EDTA das hergestellte

Gleichgewicht nicht stören.

Werden jedoch EDTA-Konzentrationen, welche grösser sind

als 0,003 M, gebraucht, und die Pflanzchen hierauf in bidestilliertes

Wasser gebracht, ist die Erscheinug ireversibel weil bei solchen

Konzentrationen Chromosomenbrüche auftreten, die der Komplexierung

der bivalenten Kationen Ca 2 + und Mg 2 +
.

welche in den Chromo-

somen vorhanden sind, zuzuschreiben ist.


