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ASPECTE FIZIOLOGICE
SI GENETICE ALE
SISTEMULUI ASC-RF

LA FLOAREA-SOARELUTI *

Academician Maria DUCA

PHYSIOLOGICAL AND GENETIC ASPECTS
OF SUNFLOWER CMS-Rf SYSTEM

Inheritance, genes expression and molecular
mechanisms of CMS-Rf system was studied. It were
identified 2 - 3 genes whith complementary or cumu-
lative interaction and one new gene - Rfl, with speci-
fic expression in CMSL.

It was developed a concept according to which
the male sterility/male fertility in sunflower are cau-
sed by TAA/GA3 ratio.

The structural and functional similarity at mor-
phological, physiological, biochemical and genetic
level (including transcription and translation level)
of cytoplasmic male sterility and induced (by GA3)
male sterility was established.

cientei, precum §i sporirea impactului cercetarilor
asupra societdtii, reprezinta una dintre cele mai im-
portante si actuale preocupari, ba mai mult — o pri-
oritate strategica a stiintei moderne. Acest obiectiv
poate fi realizat prin implementarea investigatiilor
complexe, bazate pe asocierea cercetarilor funda-
mentale cu cele aplicative.

Valorificind o abordare multidisciplinara si
diversificand de la an la an metodele de cercetare,
am Incercat sa dezvoltam diverse aspecte ce tin de
studiul complex al genelor, de expresia acestora la
nivel de ARN si proteine, precum si de elucidarea
bazelor genetico-moleculare si fiziologo-biochimi-
ce de realizare fenotipica a factorilor ereditari.

Strategia cercetarilor s-a axat pe analiza dife-
ritelor sisteme model (ASC-RY, linii izogene, lupoa-
ie — floarea-soarelui, plante modificate genetic etc.)
in cadrul cdrora genele determind caractere econo-
mice valoroase.

Cele mai vaste investigatii au fost efectuate
asupra sistemului genetic ASC-Rf, care, ca fenomen
si functie, este larg raspandit in natura si frecvent
utilizat in practica de ameliorare a culturilor agri-

* Articol scris in contextul cercetarilor pentru care autoarea
a fost aleasa in calitate de membru titular al ASM, prin decizia
Adunarii Generale a membrilor ASM din 6 decembrie 2012.
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cole [22]. Totodata, sistemul reprezintd un model
excelent in studiul fiziologiei ereditatii si relevarii
aspectelor genetico-fiziologice ce conduc spre ex-
teriorizarea genelor, intrucat primul component al
sistemului — androsterilitatea citoplasmatica (ASC)
la floarea-soarelui — este determinata de gena mito-
condriald orf H 522, iar al doilea component — ge-
nele restauratoare de fertilitate (Rf) — sunt localizate
in nucleu si se mostenesc mendelian. Astfel, in rea-
lizarea fenotipica a androsterilitatii/androfertilitatii
(AS/AF) are loc interactiunea genelor nucleare si
citogenelor la nivel de citoplasma.

Mai mult decat atat: aplicarea exogena a gibere-
linelor restaureaza androfertilitatea la formele steri-
le [10] si anume aceste substante induc sterilitatea
masculina la plantele fertile [13], deregland deru-
larea normala a programului genetic al microspo-
rogenezei.

Metodologia cercetirii. In efectuarea acestui
studiu am pornit de la ideea ca sistemul functional
ASC-Rf, fiind determinat de factorii ereditari cro-
mozomali §i extracromozomali, poseda mecanisme
hormonale temporale si spatiale de autoreglare care
se manifesta la diferite nivele de organizare a ma-
teriei Vvii.

Scopul cercetarilor efectuate au constat in
stabilirea particularitatilor morfofiziologice si ge-
netico-moleculare de manifestare a androsterilitatii
citoplasmatice si restaurarii fertilitatii masculine la
floarea-soarelui pentru a demonstra si a fundamenta
interactiunea mecanismului genetic si fitohormonal
de autoreglare in realizarea fenotipica a sistemului
ASC-Rf.

Rezultate si discutii. Intrucit organizarea si
functionarea sistemului organic dat sunt legate de
aparatul genetic celular si indispensabil guvernate
de mecanismele ereditare ale acestuia, studiul ASC
si restaurarii fertilitatii polenului a fost inceput cu
aspectele genetice.

Androsterilitatea rezultd din blocarea procesului
de microsporogeneza la diverse etape ale acestuia si
reprezintd incapacitatea plantelor de a forma polen
functional. Acest tip de sterilitate a fost descris la
numeroase specii de plante de cultura si plante sal-
batice. In pofida multitudinii si diversitatii formelor
existente de androsterilitate, in natura se evidentiaza
doar doua cai de geneza a acestui proces:

1. autoplasmica, identificatd spontan in popula-
tii naturale;

2. aloplasmica, obtinuta la incrucisarea diferite-
lor specii filogenetic Indepartate.

In literatura de specialitate despre floarea-soare-
lui sunt descrise circa 62 de surse de androsterilitate
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[12]. O contributie importantd in explicarea sterili-
tatii masculine la plante si utilizarea practica a aces-
tui fenomen are tipizarea surselor de ASC. Efectu-
area cercetarilor cu folosirea unui sistem modificat
de incrucisari a permis elaborarea §i brevetarea
metodei hibridologice noi de identificare a surselor
de ASC [20]. Aceastd metoda a permis sa con-
statam, ca ASC obtinuta in baza ssp. petiola-
ris nominalizatd ASC, si ASC obtinuta in baza
ssp. lenicularis nominalizata ASC , reprezinta
doua tipuri diferite de ASC, deoarece manifes-
ta determinism genetic specific de restaurare a
androfertilitatii [15, 16]. Rezultate, ce confirma
aceastd constatare, au fost obtinute mai tarziu
de R. Horn prin analize moleculare [9].

Tipurile de androsterilitate identificate se
deosebesc fenotipic la nivelul morfologiei florii
dupa gradul de atrofiere si degenerare a androceu-
lui si sacilor polinici, la fel manifestandu-se si an-
drosterilitatea modificationald. Astfel, la formele
cu ASC , s-a depistat dezvoltarea normalad a
anterelor, care se deosebesc de analogii fertili
numai prin depigmentatie, pe cand ASC se
manifesta fenotipic prin degenerarea totala a
androceului si sacilor polinici (fig. 1).

In ambele tipuri de ASC, prin amplifica-
re cu primeri specifici, s-a relevat prezenta genei
orfH522, asociata cu androsterilitatea. Genotipurile
analizate au prezentat un pattern diferit de amplifi-
care, ceea ce denota prezenta unei populatii neomo-
gene de plante fertile si sterile, un nivel absolut de
sterilitate fiind constatat doar la 12% dintre liniile
materne (fig.2).
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Fig. 2. Electroforeza ampliconilor asociati cu ASC
la diverse genotipuri de floarea-soarelui

Rezultatele obtinute au pus in evidenta posibili-
tatea estimarii nivelului de sterilitate rapid si cu un
grad inalt de veridicitate.

Pentru prima data acelasi produs de amplificare
a fost obtinut si la plantele fertile tratate cu gibereli-
ne, adica la androsterilitatea indusa [5; 6]. Secven-
tierea si analiza comparativai BLAST a evidentiat
o similitudine de 99-100% cu gena mitocondriala
orfH522, identificatd la liniile cu androsterilitate
citoplasmatica.

Rezultatele analizei de amplificare in timp real
(RT-PCR) demonstreaza elocvent cé aplicarea exo-
gena a giberelinelor, prin activarea zonei deja rea-
ranjate, induce transcripti analogi celor ce se expri-
ma in cazul androsterilitatii citoplasmatice (fig.3).

1 2 3 I 2 3
1-SW501;2 - SW501CMS; 3 - hybrid Sambred 254

Fig. 3. Efectul AG, asupra expresiei genei orfH522
in flori la diferite faze ale meiozei

Prin aceste rezultate am demonstrat mecanis-
mul molecular similar al androsterilitatii ereditare
transcriptie [1].

O alta etapa a cercetarilor a constituit de-
terminarea caracterului eredititii genelor Rf
in ASC [17] si ASC, [18], fiind demonstrate
diferente mono- si digenice si diferite tipuri de
interactiune [8, 16] a genelor Rf (tab.1).
are o natura genetica mai complexa si este
asigurata in unele genotipuri de 3 gene Rf, iata
de ce am presupus prezenta suplimentard a
unei gene Rf care nu asigurda formarea pole-
nului fertil in ASC . Pentru verificarea acestei
ipoteze au fost studiati 40 de hibrizi monohe-
terozigoti F, care in incrucisarile analizatoare
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Tabelul 1
Restaurarea androfertilitatii la hibrizii de floarea-soarelui pe bazi de ASC
Segregare . -
Indexul liniei | Generatie fertile : sterile e Numérul Tip de interactiune Nurnar'u‘l. de
’ . de gene ’ familii
real teoretic
SI 3376-3 F, 57:64 1:1 0,52 1 - 11
F, 31:10 3.1 0,02
F. 125:18 1:1 1,12
S12986-2 F, 78:0 - - 2 Polimerie 12
F, 45:15 3:1 0:00 necumulativa
F, 30:5 15.1 2,98
VIR 199 F, 80:0 - - 2 Interactiune 4
F, 19:18 9:7 0,23 complementara
F, 13:30 1:3 0,60
K 2288-287 F, 65:0 - - 2 Polimerie 8
F, 13:24:17 1:2:2 1,09 cumulativa
F, 26:18:3% 9:6:1 0,36
VIR 160-352 F, 62:8 7:1 0,06 3 Polimerie 3
necumulativa
Xzo.os =3,84

pe citoplasma ssp. lenticularis au manifestat
un raport de segregare asteptat la actiunea unei
alele dominante Rf, iar in F_ pe citoplasma ssp.
petiolaris s-au evidentiat sase generatii omo-
gene cu plante sterile. In generatia a doua, in
cadrul genotipurilor heterozigote, dupa gene-
le Rf pentru ASC, dimpotriva, s-au depistat 12
hibrizi care aveau numai plante fertile. Cazuri-
le inregistrate demonstreaza identificarea unei
noi gene restauratoare a androfertilitatii la
floarea-soarelui, care se deosebeste functional
de cele cunoscute anterior si a fost numita Rf,
[21]. Reiesind din datele analizei hibridologi-
ce, considerdm ca gena Rf, este prezenta in sta-
re dominanta homozigota in ASC, si asigura
diferenta fenotipica in structura morfologica a
androceului la diferite tipuri de ASC (fig.1).

Utilizarea testului recombinarii la alelism,
cu evidentierea liniilor homozigote dupa gene-
le Rf, obtinerea hibrizilor (F)) intre ele, incru-
cisarea plantelor hibride cu linii analizatoare
(Fa), determinarea alelismului genelor Rf dupa
caracterul segregarii a confirmat prezenta ge-
nei Rf in liniile restauratoare specifice pentru
ASC ssp. lenticularis si a relevat cel putin trei
perechi de gene care controleazad restaurarea
androfertilitatii [19].

Astdzi la floarea-soarelui sunt descrise cinci
gene restauratoare de fertilitate, inclusiv Rf, — iden-
tificatd pentru prima datd de M. Kinman la linia
T 66 006-2, Rf, — descoperitd in majoritatea liniilor
fertile, Rf, — care restaureaza fertilitatea la diverse
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surse ASC si este diferitd de Rf , Rf, —identificata la
Helianthus maximiliani 1631, care restaureaza ferti-
litatea la ASC-GIG2 [cit. dupd 8] si gena Rf| cu acti-
une specificd in citoplasma ssp. lenticularis [21].
Pana 1n prezent este cartatd molecular doar gena
Rf, pozitionata in grupul de linkage 6 [11]. Analizele
moleculare efectuate cu primerii specifici pentru mar-
kerul STS10B1, lincat cu locusul restaurator 1 la o
distanta de 3,1 cM de aceasta gena au permis identifi-
carea unui amplicon de 308 bp 1n majoritatea liniilor
materne, paterne si la genotipurile hibride care indica
prezenta genei Rf, (fig.4). Prin digestia ampliconului
PCR cu endonucleaza Hinfl au fost evidentiate trei
profile electroforetice in raport de segregare genoti-
picade 1:2:1in F, si de 1:1 in BC,, date care permit
identificarea starii genei restauratoare de fertilitate
— dominante homo- §i heterozigotd la liniile Rf si hib-
rizi §i recesiva homozigota la liniile materne.
Analiza comparativa a datelor din literaturd cu

Fig. 4. Electroforeza ampliconilor asociati
cugena Rf|
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Tabelul 2
Localizarea proteinelor ASC-Rf
LOCALIZAREA PROTEINELOR ASC-Rf
SPECIA PROTEINA Trans
Noncitoplasmatica membranard Citoplasmatica
ASC proteina ASC 402 aa 38-46; 112-402 47-67; 88-111 68-87
Petunia proteina genei RfF-PR591 - - 1-591
RE proteina genei Rf-PR592 - - 1-591
ASC Brassica proteina genei orf222 28-89 7-27;90-108 1-6; 109222
Rf napus proteina genei Rfo - - 1-667
ASC ORF 79 1-19 20-38 39-79
Oryza sativa proteina genei Rfla - - 1-791
Rf proteina genei Rflb - - 1-506
proteina genei Rflc - - 1-794
ASC Raphanus ORF 125 1-23 24-44 45-125
Rf sativus proteina genei orf687 - - 1-687

rezultatele obtinute de noi demonstreaza ca meca-
nismul de mostenire §i interactiune a genelor Rf,
constatat pentru floarea-soarelui, este in mare parte
similar determinismului genetic in cadrul sistemului
genetic ASC-Rf la alte specii de plante, indiferent
de originea androsterilitatii si de pozitia lor taxo-
nomica.

Cum mecanismele moleculare ale sistemului
ASC-Rf la floarea-soarelui sunt studiate fragmentar
si pornind de la considerentele mentionate mai sus,
ne-am propus sa analizam in silico produsele de ex-
presie ale sistemului ASC-Rf pentru alte 24 specii
de plante [7].

Am constatat ca indiferent de pozitia taxonomi-
ca a speciei §i de originea ASC, proteinele asociate
cu genele restauratoare de fertilitate poseda domene
CITOPLASMATICE, in timp ce proteinele asociate
cu ASC — trei tipuri de domene: domene CITOP-
LASMATICE, TRANSMEMBRANARE si NONCI-
TOPLASMATICE (tab. 2).

Aceste date au confirmat rezultatele obtinute
de noi anterior, prin care am pus in evidenta prote-
ina 16 kDa 1n SDS electroforeza, si au stabilit un
nivel mai Tnalt in fractia mitocondriala [24] com-

parativ cu cea citoplasmatica (fig. SA). lar rezulta-
tele analizei bioinformatice demonstreaza ca pri-
mii 23 de aminoacizi ai proteinei ORFH522 de la
floarea-soarelui au o localizare intramitocondriala,
avand un domen NONCITOPLASMATIC; urma-
torii 17 aminoacizi sunt localizati intre membrane
cu un domen TRANSMEMBRANAR, iar majori-
tatea acestora (132 de aminoacizi) sunt localizati
in citoplasma si au un domen CITOPLASMATIC
(fig. 5B).

Identificarea domenelor proteice prin Prote-
in Workbench si caracterizarea acestora cu ajuto-
rul programului Fobius a permis sa presupunem
ca cel mai frecvent produsii de expresie a genelor
Rf cu motive specifice de recunoastere contribuie
la destabilizarea transcriptului mitocondrial ASC,
anihiland astfel intreaga cale metabolica pe care o
declangeaza genele mitocondriale conducand spre
apoptoza celulard. ALDH, asociata de asemenea cu
genele Rf, participd deja la acest nivel in interactiu-
ne, detoxificand aldehida acetica care se acumulea-
za drept rezultat al activizarii proceselor catabolice
si intensificarii glicolizei pe fundalul mitocondriilor
lezati (fig. 6).

~— . i s CITOPLASMA
M, kiD:
i Mitocondrie
ol | /
Polipeptida 16
10 S - 1 23 Domeniu
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12345 6 M

1-SW501 N;2-SW501 T; 3 -SW501 ASCN; 4-SW501 ASCT; 5-RW537 RfN; 6 - RW537 Rf T
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Fig. 5. Distribuire spatiala a proteinelor asociate cu ASC, cu un nivel mai nalt in fractia mitocondriala — A;
cu localizare in citoplasma — B
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Fig. 6. Mecanismul general de interactiune dintre componentele sistemului 4ASC-Rf'

Expresia fenotipica a sistemului genetic ASC-
Rf reprezinta totalitatea proceselor ce au loc simul-
tan 1n frunza si calatidiu, fiind initiate la anumite
faze ontogenetice, preponderent in perioada de evo-
catie florala.

Pentru stabilirea succesiunii de evenimente
care se produc pe parcursul expresiei diferentia-
te si realizarii fenotipice a factorilor ereditari ce
determina androsterilitatea/androfertilitatea, prin
metode de bioinformatica au fost selectate gene
care manifesta afinitate fata de AG; si participd la
interactiunea nucleu-mitocondrii, formand diferi-
te retele genice.

33

:
n s 4

[ reparatia §i recombinarea ADNm

O biogeneza 4 structura mitocondriilor
B microsparogenezd

D controlul meiozei

W sistemul oxidativ/antioxidativ
O semnalizarea celulard [SRO)
O apoptozd

B transducerea semnalelor

B metabolism hormonal

Fig. 7. Gene implicate In microsporogeneza
florii-soarelui

Aceste gene, precum si grupurile de gene aso-
ciate cu microsporogeneza (fig. 7), au fost incluse
intr-un studiu molecular pentru a depista procesele
care initiaza si determind pe parcurs derularea mic-
rosporogenezei ce se reflecta in final prin AS/AF,

Fig. 8. Analiza citologica a anterelor la diferite etape ale
microsporogenezei la plantele martor
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utilizdnd diverse organe ale plantei si primordiile
florale la diferite faze ale meiozei (fig.8).

Analiza amplificarii n timp real a pus in eviden-
ta un nivel de expresie mai inalt al genelor din siste-
mul oxidativ (fig.9), ceea ce indica asupra ponderii
majore a proceselor energetice celulare in asigura-
rea normald a microsporogenezei [23].

Bazele fiziologice ale acestor evenimente au fost
elucidate prin studiul continutului fitohormonilor en-
dogeni 1n sistemul radicular si frunze, in calatidii la
diverse etape ale ontogenezei, precum si in organele
reproductive la diverse faze ale microsporogenezei.

Pe de o parte, materialul genetic selectat si anu-
me a analogilor fertil si steril, adica a liniilor cu cro-
mozomi izogeni care se deosebesc doar dupa cito-
gene, nominalizate linii izonucleare, a liniilor Rf i
a hibridului F, cu androsterilitatea restaurata, iar pe
de alta parte metoda fenocopiilor, care prevede cer-
cetarea a doua stari functionale pe acelasi genotip,
permit evidentierea si separarea modificarilor deter-
minate de ASC-Rf de cele asociate.

Rezultatele cercetarilor efectuate au relevat anu-
mite legitati fiziologice ale cresterii si dezvoltarii in
general, intrucat a fost stabilitd pentru prima oara
dinamica continutului de auxine si gibereline [2].

S-a constatat cd variabilitatea continutului de
fitohormoni la linia tratatd cu gibereline este pre-
ponderent determinata de influenta factorilor ambi-
entali (tab. 3), pe cand la liniile netratate se releva
ponderea majora a fazei ontogenetice in acumularea
auxinelor in frunze si a genotipului — in acumula-
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Fig. 9. Nivelul de expresie a genelor la plantele
cu androsterilitate indusa
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Fig. 10. Raportul AIA/AG, la diverse genotipuri de
floarea-soarelui

rea giberelinelor la nivelul calatidiului, rezultate
care demonstreazd afinitatea diversa a organelor §i
rolul functional diferit al acestor doi fitohormoni,
corelabil cu mecanisme spatial izolate (tab.4).

S-a demonstrat, de asemenea, implicarea lor di-
rectd in fiziologia dezvoltarii, probandu-se contri-
butia acestor parametri in inductia florala, evocatie
si gametogeneza, precum si la realizarea fenotipica
a AS-AF. Astfel, linia ASC poseda un continut redus
de gibereline, iar linia restauratoare se caracterizea-
za prin cele mai sporite cantitdti de AG,. Analiza
raportului AIA/AG,, la etapa inductiei si diferenti-
erii primordiilor florale, atesta diferente distincte la
genotipurile care alcatuiesc primul sistem (fig.10).

Aceste variatii ale raportului de fitohormoni la faze-
le critice ale formarii organelor reproductive si ale
microsporogenezei releva mecanismul fitohormonal
de control al sistemului genetic ASC-Rf, intrucat in
F, cu androfertilitatea restauratd (Rf-) raportul se
normalizeaza deja la faza de crestere activa.

Modificari similare s-au stabilit si la nivelul
ASC si ASI, relevand mecanismul fitohormonal de
control al microsporogenezei.

Inducerea programelor fiziologice de catre fito-
hormoni include reglarea expresiei genomului plan-
telor, care reprezintd un ansamblu de evenimente in-
cepand cu receptia semnalului fitohormonal in zona
senzoriala, decodificarea mesajului si terminand cu
modificarea biosintezei ARN si proteinelor respec-
tive.

Astfel, dupa cum au demonstrat cercetarile,
concentratia fitohormonilor depinde de genotip,
faza ontogenetica si organ, avand o contributie di-
rectd in autoreglarea sistemului ASC-Rf prin con-
centratia lor, dar in special prin raportul AIA/AG,,
faza cheie constituind etapa de imbobocire si dife-
rentiere a conului de crestere [3; 4]. Dezvoltarea
anterelor si microsporogeneza decurg normal la o
cantitate suficientd de acid giberelic, iar giberelinele
reprezintd factorul limita in dezvoltarea gametofitu-
lui masculin. Nivelul scazut al acestui fitohormon la
liniile androsterile si nivelul cel mai nalt, depistat

Tabelul 3
Ponderea (%) factorilor de mediu in variabilitatea continutului de fitohormoni la floarea-soarelui
Indexul FRUNZE CALATIDIU

materialului ) o ) o

biologic Auxine Giberiline Auxine Gibireline
MB 514 11,50 15,48 8,15 21,17
MB 514 ASC 15,35 10,71 6,53 20,15
MB 514 t 33,20 12,60 6,7 47,99
RW 637 Rf 13,3 10,19 7,49 10,31
F, 16,3 15,82 8,43 19,26

Tabelul 4

Ponderea diferitor factori in variabilitatea continutului de fitohormoni la liniile izonucleare de
floarea-soarelui

. . PONDEREA, %
Fitohormo- Materialul - .
. . . Faza ontoge- he Factori in- Interactiuni ale
nul biologic Genotip . Repetitii N .
netica tamplatori variantelor
apex 2,64 85,65 1,56 1,63 8,53
Auxine
calatidiu 11,86 42,25 1,28 1,18 23,23
. . apex 25,92 55,03 0,67 2,28 16,1
Gibereline
calatidiu 77,4 3,0 1,8 0,4 17,3
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la liniile restauratoare de fertilitate, reprezinta o alta
confirmare a ipotezei expuse.

Concluzii. Cercetarile efectuate pe parcursul
a peste 30 de ani au scos in evidentd similaritatea
structurala si functionald (la nivel morfologic, fi-
ziologic, biochimic §i genetic, inclusiv la nivel de
transcriptie si translatie) a ASC si ASI. La aplicarea
giberelinelor a fost relevata expresia genei orfH522
si sinteza de novo a proteinei 16 kDa, corelata cu
ASC la floarea-soarelui. Aceste studii constituie o
contributie importantd la explicarea mecanismelor
care stau la baza gametogenezei si deschid posibili-
tati de dirijare a proceselor de dezvoltare la plante,
iar liniile restauratoare de fertilitate, obtinute de noi,
au contribuit la crearea unei serii de hibrizi, 5 dintre
care sunt omologati in Republica Moldova, Federa-
tia Rusa si Ucraina.
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