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Rezumat

Androsterilitatea este un fenomen răspândit în natură, cu largi aplicaţii în agricultură şi
posibilităţi de studii fundamentale în diverse domenii ale biologiei. Sunt caracterizate
particularităţile moleculare ale manifestării ASC la diferite plante de cultură.
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Primul caz de androsterilitate citoplasmatică a fost descris de C. Correns, care a
descoperit în anul 1904 plante de cimbru (Satureja hortensis L.) cu polen neviabil.
În urma polenizării plantelor androsterile cu polen de la plante fertile au fost obţinute
forme androsterile până în generaţia F

6
, demonstrând astfel că sterilitatea masculină se

moşteneşte pe linie maternă [13]. Ulterior, acest fenomen a fost descoperit şi descris la
o serie de plante din clasa mono- şi dicotiledonatelor, anuale şi perene, alo- şi autogame.
J. Edwardson a remarcat cazuri de androsterilitate necromozomală la 153 specii, ce
fac parte din 51 genuri şi 22 familii, clasifi cându-le în funcţie de originea lor în felul
următor [13]:

sterilitate apărută în rezultatul încrucişărilor dintre plante cu genom şi citoplasmă
incompatibilă;

sterilitate care se manifestă spontan la hibrizii intraspecifi ci;
sterilitate determinată de mutaţii citoplasmatice.

Androsterilitatea a apărut în condiţii naturale diferite, fi ind observată în populaţii
sau la descendenţii obţinuţi spontan în urma hibridărilor intraspecifi ce, interspecifi ce
şi intergenerice precum şi în urma mutagenezei ca rezultat al reorganizării genelor
citoplasmatice sau nucleare [19].

Pornind de la multitudinea surselor şi diversitatea fi logenetică, feno- şi genotipică,
au fost întreprinse mai multe încercări de a clasifi ca tipurile cunoscute de androsterilitate.
În funcţie de factorii care determină expresia acestui fenomen se disting [77]:

androsterilitate genică sau nucleară , cauzată de gene nucleare în stare
recesivă msms (msms − male sterile) care se transmit prin ereditate mendelian;

androsterilitate citoplasmatică , determinată de gene citoplasmatice şi gene
nucleare restauratoare de fertilitate Rf ;
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androsterilitate modifi caţională sau indusă , determinată de factori abiotici şi
biotici ai mediului, indusă prin mutageneză sau prin aplicarea exogenă a giberelinelor;

androsterilitate cromozomală , cauzată de diferite tipuri de aberaţii
cromozomale apărute în meioză ca o consecinţă a hibridărilor îndepărtate.

Fiecare tip de androsterilitate are o importanţă teoretică deosebită. Astfel, studierea
androsterilităţii citoplasmatice permite elucidarea mecanismelor de interacţiune a
genomului nuclear cu plasmonul, studierea androsterilităţii genice pune în evidenţă
mecanismele de acţiune a genelor nucleare, iar în cadrul androsterilităţii modifi caţionale
se examinează acţiunea diferiţilor factori asupra procesului de microsporogeneză. Pe
lângă această, fenomenul de androsterilitate este folosit pe larg la crearea de hibrizi
pentru producţie, fără a se efectua castrarea manuală a fl orilor, determinând o creştere
a efi cienţei economice.

Actualmente, se apelează din ce in ce mai des la posibilitatea creării genotipurilor
androsterile prin utilizarea tehnicilor moderne de genetică moleculară. Astfel, a fost
obţinut un nou tip de ASC la Nicotiana tabacum L. prin hibridizarea somatică a
protoplastelor [76]. Se efectuează selectarea formelor ASC prin metoda androgenezei
spontane [23]. La plantele de tutun transgenic au fost obţinuţi mutanţi androsterili prin
introducerea în genom a unor gene ce codifi că ribonucleaze, restaurarea fertilităţii
fi ind determinată, în acest caz, de prezenţa la liniile restauratoare a unui inhibitor al
ribonucleazelor [42]. Astfel, introducerea genei rolC de la Agrobacterium rhizogenes
în formele androfertile de tutun cauzează androsterilitatea acestora [54].

Tipuri de androsterilitate citoplasmatică

ASC poate fi  întâlnită atât la plantele monoice, cât şi dioice din clasa mono- şi
dicotiledonate, anuale şi perene, cu mod diferit de reproducere (plante alo- şi autogame).
Varietatea mare de tipuri de ASC, precum şi clasifi carea diferită a acestui fenomen,
implică necesitatea cunoaşterii surselor, formelor de ASC, modalitatea de transmitere
a acestora şi a genelor implicate în disfuncţia mitocondrială, soldată cu întreruperea
procesului de microsporogeneză, rezultând androsterilitatea plantelor.

În funcţie de originea genomului citoplasmatic şi nuclear care interacţionează, pot
exista trei tipuri de androsterilitate citoplasmatică [29]:

autoplasmică  – apare când genomul citoplasmatic şi cel nuclear fac parte
dintr-o populaţie genetică;

homoplasmică  – apare când genomul citoplasmatic şi cel nuclear fac parte din
populaţie genetice diferite din cadrul aceleaşi specii;

aloplasmică  – apare la interacţiunea interacţiunea genomului citoplasmatic cu
cel nuclear care fac parte din specii diferite.

Primele două tipuri de androsterilitate reprezintă o consecinţă fi rească a proceselor
evolutive în natură, de exemplu, cazul ginodioeciei − coexistenţa indivizilor hermafrodiţi
şi femeli (androsterili), întâlnită frecvent la angiosperme. Natura interacţiunii dintre
plasmagene şi genele nucleare, inevitabilă în restaurarea  fertilităţii, poate fi  explicată
în contextul teoriei confl ictului genomic [66].

În numeroase populaţii cu ginodioecie indivizii femeli produc cu mult mai multe
seminţe viabile decât indivizii hermafrodiţi. Acest avantaj al fertilităţii feminine stă la
baza evoluţiei modelului de ginodioecie. El poate fi  cauzat de:
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efectele sexului matern , care măresc funcţionalitatea sexului femel sau
viabilitatea indivizilor androsterili;

efectele inbreeding-lui, indivizii femeli nu se pot autopoleniza şi produc mai
multe seminţe viabile decât indivizii hermafrodiţii. Acest tip de androsterilitate este
cunoscut atât la speciile de plante din fl ora spontană, cât şi la plantele de cultură.

Androsterilitatea aloplasmică se obţine frecvent din încrucişările interspecifi ce sau
din încrucişările genurilor apropiate. În 1988, Kaul defi neşte aloplasmia ca fenomen în
care celulele unui organism conţin citoplasma unei specii şi nucleul altei specii. Autorul
a semnalat 175 cazuri de aloplasmie asociate cu ASC [29]. Se consideră, că sterilitatea
masculină aloplasmică este condiţionată de disfuncţii în activitatea mitocondriilor,
determinate de coordonarea inefi cientă dintre genomurile citoplasmatic şi nuclear la
nivelul transcripţilor (expresia genelor mitocondriale) sau asamblarea produselor de
translaţie în complexul lanţului respirator.

Expresia fenotipică a adrosterilitaţii determinată de interacţiunea dintre citoplasmă
şi nucleul unei specii donatoare variază destul de larg,  fi ind asociată uneori şi cu
conversii homeotice ale staminelor în alte organe fl orale - structuri carpeloide  sau
petaloide [5].

Diversitatea moleculară a androsterilităţii citoplasmatice

Androsterilitatea citoplasmatică se manifestă în prezenţa genelor nucleare de
restaurare a fertilităţii în stare recesivă − rfrf şi se moşteneşte nonmendelian.  Restaurarea
fertilităţii polenului în generaţia F

1
este asigurată de genele Rf atât în stare homozigotă

dominantă, cât şi heterozigotă Rfrf  [53].
Studiul  androsterilităţii citoplasmatice prin diverse metode de analiză moleculară

(cartare fi zică comparativă, restricţie enzimatică, translaţie in vitro, secvenţiere etc.)
la diferite specii, precum ASC-T la porumb [53], sorg [3], petunie [69], rapiţă [60],
orez [27], ridiche [40], fl oarea-soarelui [31] au demonstrat că acest fenomen apare ca
urmare a rearanjamentelor la nivelul genomului mitocondrial, în urma cărora rezultă
noi cadre de citire orf-uri (orf − open reading frame) himerice mitocondriale (fi g. 1).

Caracteristica moleculară a regiunilor himere asociate cu ASC variază chiar şi în
cadrul unei specii. Mutaţiile mitocondriale sunt depistate  în special în regiunea din
amonte sau aval a genelor care codifi că componenţii  complexului ATP-azic. Întrucît,
în majoritatea cazurilor androsterilitatea este rezultatul expresiei unor noi cadre de citire
şi nu al întreruperii genelor mitocondriale de bază, fenotipul ASC poate fi  considerat
mutant cu o nouă funcţie (gain-of-function mutants). Această particularitate distinge
formele ASC  de mutanţii mitocondriali obţinuţi prin silenţierea unei gene (loss-of-
function) care în majoritatea cazurilor prezintă defi cienţe de creştere vegetativă.

Afectarea stării fi ziologice a mitocondriilor cauzată de prezenţa noilor orf-uri  la
liniile materne se manifestă în dezvoltarea staminelor şi formării polenului în perioada
premeiotică, meiotică sau postmeiotică, rezultând tipul ASC de tip gametofi t sau
sporofi t. S-a constatat că în majoritatea sistemelor ASC,  inclusiv ale liniilor comerciale
formarea polenului este perturbată în meioză şi postmeioză.

ASC la porumb (Zea mays) poate fi  clasifi cată în trei grupe: ASC tip -T, -C şi -S
[67].
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Fig. 1. Genele himere asociate cu ASC la diferite specii de plante [55].
Orf-urile se notează după numărul de codoni, cu excepţia unor denumiri

convenţionale. Liniile paralele punctate indică similarităţile dintre secvenţe. Direcţia
transcripţiei (5- 3) este indicată în partea de sus a fi gurii, cu excepţia elementului cox1
în cadrul zonei himerice R la citoplasma de porumb de tip-S.

Prima formă de porumb androsteril folosită în tehnologia porumbului hibrid, a fost
tipul-T (Texas) identifi cat de P. Mangelsdorf şi V. Edwardson în anii 1951-1953 la
soiul de porumb Mexican june [13]. Liniile sterile de porumb se deosebeau esenţial
după  structura ADNmt, polimorfi smul fragmentelor de restricţie, structura ARNmt,
produsele mitocondriale de translaţie [45]. Însă în scurt timp în SUA, s-a renunţat la
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folosirea tipului Texas, datorită atacului masiv de Helminthosporium maydis observat
la hibrizii produşi pe baza citoplasmei tip-T. În afară de acestea, porumbul cu ASC-T
este sensibil şi la acţiunea unui alt patogen fungic Phyllosticta maydis. Corelaţia
pozitivă între androsterilitatea citoplasmatică tip-T şi sensibilitatea la atacul fungic a
fost determinată şi de faptul că materialul utilizat pentru producerea hibrizilor respectivi
prezenta o înaltă uniformitate genetică.

Plantele cu ASC-T posedă o genă mitocondrială denumită T-urf13, care codifi că o
proteină de 13 kD ce determină formarea unor pori în membrana internă a mitocondriei
[9; 67]. Prin studii de  expresie a genei urf13 în E. coli a fost relevat că polipeptidul
urf13 este localizat în membrana citoplasmatică a bacteriei [9], ceea ce este analog cu
prezenţa acestuia în membrana internă a mitocondriilor celulelor cu citoplasma T.

Interacţiunea toxinei BmT cu urf13 se soldează cu permeabilizarea membranei
citoplasmatice a bacteriei. Acelaşi efect este observat şi la porumbul cu ASC-T [22].
Astfel, în prezenţa toxinei respective, proteina urfl 3 formează pori membranari. În
acelaşi context, gena urf13 determină sensibilitate la toxine în mitocondriile drojdiilor
[16], tutunului transgenic [63], precum şi în mitocondriile insectelor. Expresia genei
urf13 în celulele bacteriene a relevat un grad înalt de toxicitate a proteinei urf13
pentru acestea, precum şi pentru celulele insectelor [33]. Polipeptidul urf13 penetrează
membrana mitocondrială internă de trei ori, iar capătul său C-terminal este orientat spre
matricea mitocondrială [32]. Această proteină poate exista în  membrana mitocondriei
sub formă monomeră, dimeră sau trimeră.

Gena urf13 este localizată în amonte de regiunea conservată orf221 cu care se
cotranscrie [52]. Orf221 codifi că o proteină  transmembranară din subunitatea Fo a
ATP-sintetazei. Analiza complexului ATP-sintetazic la arabidopsis a relevat prezenţa
unei proteine similare cu orf221, având funcţii asemănătoare celor realizate de
subunitatea b a ATP-azei la diverse organisme. Astfel, omologul acestui cadru de citire
deschis este relevat ca fi ind gena atp4 [20].

Constatarea că urf13 este cauza avortării polenului este confi rmată de faptul, că în
genomul plantelor cu fertilitatea restaurată se detectează o  inserţie de 5 kb în urf13,
ceea ce cauzează apariţia unui stop codon prematur, rezultînd un polipeptid doar de 74
aminoacizi, nefuncţional [53].

Restaurarea fertilităţii în plantele cu ASC-T este controlată de două gene restauratoare
de fertilitate Rf

1
 şi Rf

2
 în stare dominantă. Analiza cantitativă a produsilor de expresie a

relevat că gena Rf
1
 afectează în mod direct expresia genei urf13, micşorând abundenţa

proteinei urf13 cu circa 80% în timp ce gena Rf
2
 – nu afectează expresia acestei gene

[9; 38].
ASC tip-C la plantele de porumb este asociat cu  sinteza unui polipeptid solubil de

17,5 kD, spre deosebire de polipeptidul transmembranar solubil de 15,5 kD, caracteristic
mitocondriilor speciilor fertile [45]. A fost determinat că în plantele cu ASC-C genele
mitocondriale atp9, atp6 şi coxII sunt afectate de mutaţii, rezultat al rearanjamentelor
intergenice între ADN-ul mitocondrial şi cloroplastic [38].

Restaurarea fertilităţii polenului la acest tip de ASC este determinată de acţiunea
unei singure gene nucleare dominante Rf

4
 [49].

ASC tip-S este asociată cu prezenţa a două gene noi: orf355 şi orf77 [70]. Orf77 este
o genă himeră cu secvenţe codifi catoare similare  genei atp9 şi determină sinteza unui
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polipeptid de 17 aminoacizi (orf17). Polipeptidul orf17 conţine resturile C-terminale
similare cu cele ale proteinei ATP9 [15]. Originea genei orf355 nu este cunoscută şi
nici produsul proteic nu a fost identifi cat.

Genomul mitocondrial în aceste plante se caracterizează prin prezenţa unor plasmide
liniare de ADN notate S

1
 şi S

2
 [50]. Plasmida S

1
 are o lungime de circa 6397 pb, iar

S
2
 – 25453 pb [48]. Relaţia dintre prezenţa plasmidelor S

1
 şi S

2
 şi sterilitatea polenului

în plantele ASC-S nu este pe deplin elucidată. Mitocondriile plantelor cu fertilitate
restaurată prin acţiunea genei Rf

3
 păstrează plasmidele S

1
 şi S

2
. Spre deosebire de

ASC-T şi ASC-C, la plantele cu ASC-S este posibilă revenirea spontană a fertilităţii. În
astfel de plante, nu se detectează plasmide libere S

1
 şi S

2
 [67 ; 70].

ASC la petunie (Petunia) se manifestă ca urmare a rearanjărilor la nivelul locusului
atp9 ce cauzează apariţia genei himere pcf (petunia CMS-associated fused) cu 354 de
codoni. Orf pcf este generat prin fuziunea regiunii 5’-noncodante şi regiunii amino-
terminale ale genei atp9, cu fragmentul de ADN ce codifi că gena coxII şi un cadru de
citire neidentifi cat urfS [69]. Locusul conţine copiile normale ale genelor nad3 şi rps12,
precum şi nouă codoni proveniţi de la o genă necunoscută, orf143, depistată şi la liniile
fertile de petunie [18].

Prin deleţia acestui locus se asigură restaurarea fertilităţii, determinată  de  acţiunea
unei singure gene nucleare dominante Rf. Astfel, la liniile cu fertilitate restaurată,
transcripţia genei pcf este fi nisată prematur [69], micşorându-se esenţial conţinutul
transcriptului.

Proteina de 45 kD codifi cată de orf pcf, este procesată până la o proteină de 19,5 kD,
ce prezintă o mobilitate echivalentă cu o polipeptidă de  25 kD în gel de acrilamidă [46].
Proteina lipseşte complet la liniile fertile, iar cantitatea acesteia este redusă substanţial
la liniile cu fertilitate restaurată.

ASC la ridiche (Raphanus sativus) este determinată de apariţia unor noi cadre de
citire orf138 şi orf125 care conţin 375 nucleotide [26].

La unele varietăţi japoneze de ridiche a fost identifi cat un tip de androsterilitate
ASC-ogu ce se caracterizează prin deosebiri semnifi cative ale transcripţilor genelor
mitocondriale atp6, atpA şi coxII.  Un cadru nou de citire cu 105 codoni − orf105, a fost
identifi cat la capătul 5’ al genei atp6, fi ind cotranscris împreună cu această din urmă. O
altă secvenţa de ADN rearanjată, cu o lungime de 120 pb a fost atestată la capătul 5’ al
regiunii codante a genei coxI [41].

La ridichea Kosena (Raphanus sativus cv. Kosena) a fost identifi cată o regiune
similară cu orf138/atp8 din varză, cu excepţia unei deleţii de 39 de nucleotide, fapt
care generează un nou orf125. La liniile cu fertilitatea restaurată nu se constată prezenţa
transcriptului şi nici a proteinei orf125 [26].

ASC la genul Brassica este mult mai variată în comparaţie cu alte specii de plante.
Au fost identifi cate mai multe tipuri − ASC-ogyra, ASC-nap, ASC-mur, ASC-pol, ASC-
tour, ASC-nig şi ASC-ana [19], care în majoritatea cazurilor rezultă din hibridizarea
interspecifi că şi incompatibilitatea nucleo-citoplasmică.

La Brassica ogyra a fost relevată existenţa unui cadru de citire orf133 situat în
amonte de gena atp8 [4]. Acesta codifi că un polipeptid de 19 kDa care nu este transcris
în prezenţa genei Rfo. La liniile cu fertilitatea restaurată se constată şi lipsa proteinei de
19 kD – orf138, prezentă la liniile sterile [17].
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La Brassica napus secvenţierea genei mitondriale asociate cu androsterilitatea
citoplasmatică relevă prezenţa unui nou cadru de lectură din 222 de codoni (orf222),
situat după gena atp6 şi în aval de gena nad5 şi orf139 [6]. Studiul genei orf263 de
la Brassica tournefortii, atestă faptul că aceasta, este formată din aproximativ 90 de
codoni similari exonului genei nad5, urmată de 45 de codoni asemănători genei atp6.
Tot în acest caz a fost observată prezenţa proteinei de 32 kDa la liniile sterile, însă
asocierea acesteia cu ASC nu este încă pe deplin confi rmată [35].

Studiile realizate pe hibrizii sterili de Brassica napus/Brassica ogura au relevat
prezenţa unui fragment de 2,5 kb NcoI de ADN-ul mitocondrial al ridichii cu ASC-ogu,
asociat cu apariţia ASC-ogu în B. napus. Cu toate acestea, fragmentul de 2,5 kb NcoI
nu este lincat cu gena apt6 sau cu gena atpA [67].

ADNmt la liniile sterile cu ASC-pol a fost studiat prin analiza de restricţie [68].
Astfel, la aceste linii rearanjamentele ADN din apropierea genei atp6 generează un
cadru de citire de 224 de codoni − orf224. Cotranscrierea orf224 împreună cu atp6
generează un transcript bicistronic. Genele restauratoare de fertilitate, determină deleţia
acestui transcript bicistronic, formând un transcript monocistronic [59]. Această genă
himeră orf224 include primii 58 de codoni ai genei atp8, 13 codoni ai genei rps3 şi
unele secvenţe neidentifi cate.

Prezenţa alelei Rfp sporeşte cantitatea transcriptului monomeric al genei atp6,
implicată în manifestarea ASC [59]. Este sugestiv gradul înalt de similaritate între
ADNmt nap şi pol. Astfel, în citoplasma sterilă tip-nap, s-a identifi cat o genă himeră
orf222, care nu este cotranscrisă cu atp6. În schimb, orf222 este cotranscrisă cu exonul
c al nad5 şi cu gena orf139. Identitatea orf139 nu este cunoscută, deşi prezenţa ei se
atestă la un număr relativ mare de specii. Genele orf222 şi orf224 prezintă o omologie
de 75%. Transcriptul orf222/nad5c/orf139 este afectat de prezenţa alelei Rfn [6].

ASC la orez (Oryza sativa)  a fost raportată, pentru prima dată, la specia sălbatică
de orez chinezesc Oryza rufi pogon Griff. Se cunosc mai multe tipuri de ASC la orez:
ASC-CW, ASC-Bo, ASC-Ld, ASC-WA şi ASC-HL [39].

Cea mai utilizată citoplasmă androsterilă la orez este citoplasma tip-Bo. Genomul
mitocondrial cu citoplasma Bo conţine două copii ale genei atp6. În avalul celei de-a
doua copie a genei atp6  (B-atp6) se identifi că orf39 asociat cu ASC. ASC-Bo este
asociată cu adiţia unei gene himere urf-rmc plasată la capătul 5’ al regiunii noncodante
a genei atp6 [28]. Transcrierea acestei gene, împreună cu gena atp6, generează un
transcript de 181 aminoacizi codifi caţi de atp6, precum şi un produs de 9 aminoacizi ai
unei regiunii necunoscute. Restaurarea fertilităţii se realizează de gena Rf

1
, localizată

în cromozomul 10 [57]. De asemenea, s-a relevat prezenţa unei gene himere orf79,
similară cu capătul N-terminal al genei coxI. Un număr mare de aminoacizi  din primii
28 ai orf79 sunt identici cu cox1 [47].

Prezintă interes similaritatea de 80% dintre orf79 şi un cadru de citire neidentifi cat la
sorg cu citoplasma A

3
 [62]. Deci, la orezul cu citoplasma sterilă tip-Bo II, androsterilitatea

este asociată cu prezenţa unei copii anormale a genei apt6, care produce un transcript
ARNm aberant cu un cadru de citire adiţional notat orf79 [2].

S-a studiat rolul orf79 în manifestarea fenotipică a ASC prin mai multe modalităţi
[65]. În primul rand, s-a identifi cat citotoxicitatea proteinei orf79 în E.coli. În majoritatea
cazurilor, expresia genei a fost letală pentru bacterie. Mai mult ca atât, introducerea
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genei orf79 în liniile fertile de orez, utilizând promotorul 35S specifi c virusului
mozaicului tutunului, a generat la plantele modifi cate genetic o semi-androsterilitate.
Acest fapt se datorează prezenţei transgenei doar în unele grăuncioare cu polen după
realizarea meiozei.

În ceea ce priveşte celelalte tipuri de ASC la orez, restaurarea fertilităţii la acestea
se realizează de către genele: Rf

2
 pentru ASC-Ld, localizată în cromozomul 2; Rf

3
 şi Rf

4

pentru ASC-WA, amplasate în cromozomul 1 şi 10 respectiv; Rf
5
 şi Rf

6
 pentru ASC-HL

localizată în cromozomul 10; Rfcw pentru ASC-CW şi Rf-D
1
 pentru ASC-D

1
 [72].

ASC la fasole (Phaseolus vulgaris) este asociată cu prezenţa unui nou cadru de
citire de 297 pb numit pvs (phaseolus vulgaris sterility).  Regiunea pvs conţine două
orf-uri, orf239 şi orf98 [1].

Restaurarea fertilităţii este determinată de genele nucleare Fr şi Fr
2
. Fr

2
spre

deosebire de gena Fr, afectează profi lul transcriptului ASC [7].
ASC la grâu (Triticum aestivum). La formele sterile regiunea 5’ ce fl anchează gena

coxI prezintă un cadru de citire himeric deschis – orf256, care codifi că un polipeptid
de 256 aminoacizi de 7 kDa. Aminoacizii N-terminali codifi caţi de orf256 şi gena coxI
sunt similari [21]. Secvenţa codifi catoare a genei coxI diferă la liniile fertile/sterile
doar prin codonul STOP TAA la liniile fertile şi TAG la liniile sterile. Secvenţa unică
asociată cu ASC este fl ancată la capătul 3’ şi începe de la G al codonului STOP a
genei coxI.

ASC la sorg (Sorghum bicolor) apare în urma rearanjamentelor la nivelul genei
mitocondriale coxI şi al ADN-ului plastidic [8]. Astfel, regiunea codantă a genei coxI
la plantele sterile este extinsă la capătul 3’ cu 303 nucleotide şi determină sinteza
a 101 de aminoacizi suplimentari la capătul C-terminal al proteinei codifi cate. Mai
mult ca atât, majoritatea liniilor sterile de sorg se caracterizează printr-o deleţie în
ADN-ul cloroplastidian [8]. Această deleţie este situată la mijlocul genei rpoC2 ce
codifi că subunitatea β a ARN-polimerazei. Mecanismul apariţiei deleţiei încă nu este
elucidat şi înţeles pe deplin. Gena asociată cu ASC − orf107 conţine 23 din 31 de
„resturi” identice cu gena atp9, urmată apoi de un segment, la care 28 din 51 de codoni
codifi că aminoacizi asemănători cu gena orf79 de la orez, însă produsul de expresie a
acestei gene nu este cunoscut [51]. Transcripţia acestui orf107 diferă la liniile cu gena
restauratoare de fertilitate Rf

3
 de liniile sterile.

ASC la bob (Vicia faba) corelează cu prezenţa unor particule citoplasmatice cu
diametrul de circa 70 nm, spre deosebire de alte plante androsterile [14]. Particulele
conţin o moleculă dublu catenară de ARN de 16,7 kb, capabilă de a codifi ca o replicază
dependentă de ARN [37]. Cu toate acestea, particulele nu sunt localizate în mitocondrii
şi originea lor este necunoscută. Restaurarea fertilităţii este asociată cu dispariţia acestor
particulelor citoplasmatice.

ASC la sfecla-de-zahăr (Beta vulgaris) este provocată de forme diferite ale ADNmt
şi de variaţia numărului şi tipurilor de plasmide circulare, supraspiralate de ADN.

Genele mitocondriale coxII şiatpA din liniile fertile şi liniile sterile prezintă deosebiri
în produsele de transcripţie [56]. La una din ele se atestă  lipsa a două polipeptide
mitocondriale cu masa moleculară de 21 kDa şi 32 kDa în genomul plantelor cu ASC.

Astfel, la majoritatea sistemele ASC caracterizate, se constată mutaţii în regiunea
codifi catoare a genelor mitocondriale pentru subunităţile ATP-sintetazei, indicând
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asupra faptului, că dereglările în activitatea ATP-sintetazei determină ASC la numeroase
plante de cultură [19].

ASC la fl oarea-soarelui (Helianthus annuus L.). Prima sursă de ASC a fost
descoperită de Leclercq în 1969 [36] în urma încrucişării interspecifi ce dintre
Helianthus petiolaris şi H. annuus. Datorită folosirii aproape exclusive a acestei surse
de androsterilitate pentru obţinerea de seminţe hibride, toţi hibrizii din cultură sunt
strâns înrudiţi în baza citoplasmei. Eforturile în domeniul ameliorării vizează în special
creşterea variabilităţi genetice a hibrizilor de fl oarea-soarelui, prin dezvoltarea de noi
sisteme ASC.

Se cunosc cel puţin 62 de surse noi de ASC la fl oarea-soarelui. Multe din ele sunt
derivate din încrucişări interspecifi ce, altele au apărut spontan în populaţiile sălbatice
de fl oarea-soarelui sau au fost obţinute prin mutageneză.

Analiza citoplasmei PET
1
 la fl oarea-soarelui a relevat, că liniile androsterile se

deosebesc de analogii androfertili printr-o inversie de 11kb şi o inserţie de 5 kb, fi g. 2.
Datorită inversiei, orf 873 este translocat din poziţia sa în faţa genei cob, iar  în  poziţia
orf 708 are loc inserţia unde se creează un nou cadru de citire cu 522 de nucleotide -
orfH522 [58; 31]. Primii 19 aminoacizi codifi caţi de această genă sunt identici cu gena
atp8 şi prezintă o proteină de 15-16 kDa [43].

Fig. 2. Organizarea ADN-lui mitocondrial fl ancat de genele la liniile fertile şi sterile
Boxele cu săgeţi marchează orientarea secvenţelor invers repetitive 261 pb [34].

S-a constatat că regiunea rearanjată a ADN mitocondrial este fl ancată de repetiţii
inverse de 261pb  şi prezintă omologie cu unele secvenţe din ADN nuclear sau
mitocondrial [31] (fi g. 3).

Prezenţa a 57 de nucleotide de la orfH708 în aval de gena atpA, ca parte a orfH522
în liniile androstrile şi a 223 pb din secvenţa codifi catoare a regiunii 3’ orfH708 de o
parte şi de alta a inserţiei de 5 kb demonstrează faptul că inserţia a avut loc în orfH708
după inversia acestei regiuni. Datorită fenomenului de recombinare, cea mai mare
parte a orfH708 a fost deletată sau translocată în altă regiune a genomului mitocondrial
[71].
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Fig. 3. Organizarea unei regiuni din ADN mitocondrial situată între atpA şi cob la
liniile androsterile  de H. annuus  L. (BASO-ASC) [25]

Primele cercetări privind activitatea funcţională a acestor două  orf-uri: H708 şi
H873 din regiunea asociată cu ASC, au fost efectuate de Kohler în 1991 [24;31]. Astfel,
investigarea a 28 linii sterile şi linii ferile n-a constatat prezenţa transcripţilor în ARN-
ul extras din plantulele etiolate

Spre deosebire de datele obţinute la plantule etiolate, analizele efectuate de noi la
nivelul transcripţilor din infl orescenţă în fazele R

1
 şi R

2
 ale dezvoltării reproductive au

pus în evidenţă expresia orf 873 atât la  liniile fertile cât şi sterile [11].
Spre deosebire de proteinele asociate cu androsterilitatea, unele plante,   polipeptidul

de 16 kD codifi cat de orfH522 a fost detectat atât  în ţesuturile vegetative, cât şi în
cele generative, rezultate care demonstrează modul constitutiv şi nu tisular specifi c
de expresie a genei respective [12]. Totuşi în fl orile de fl oarea-soarelui cu fertilitatea
restaurată, nivelul sintezei acestui polipeptid de 16 kD este mai redus, comparativ cu cel
pentru linia androsterilă [43]. S-a constatat, că micşorarea conţinutului stoichiometric
al cotranscriptului atpA-orfH522 se  datorează poliadenilării, marcându-l astfel ca
substrat - ţinta pentru ARN-aza2 [43]. Produsul genei nucleare de restaurare la nivel
post-transcripţional destabilizează noul transcript mitocondrial, fenomenul având
specifi citate tisulară. Nu s-a observat editarea diferenţială a orfH522 ca rezultat al
restaurării fertilităţii de către genele de restaurare [43].

Restaurarea fertilităţii la liniile androsterile de fl oarea-soarelui este controlată de
aranjamente complexe de gene ce reacţionează diferenţiat cu liniile ASC. Studiile de
transmitere a restaurării fertilităţii sunt puse în difi cultate de genele complementare
existente în unele linii parentale femele, dar şi de genele prezente în liniile de restaurare
a fertilităţii.

Primele investigatii privind genele implicate în restaurarea fertilităţii liniilor
androsterile de fl oarea-soarelui (linia T66006-2-1) şi  corelaţiile existente între genele
corespunzătoare afl ate in liniile androsterile respective au fost raportate de către Kinman
în 1970. Cercetătorul a indicat prezenţa unei singure gene dominante de restaurare a
fertilităţii Rf

1
 [30]. Puţin mai târziu, s-a stabilit că pentru restaurarea fertilităţii este

necesară încă o genă dominantă complementară cu Rf
1
  −  gena Rf

2
. Astfel, au fost

obţinute linii de plante homozigote Rf
2
Rf

2
 sterile cu citoplasma PET

1
. Vranceanu şi

Stoenescu (1977) au determinat relaţiile alelice între diferite surse de gene de restaurare
a fertilităţii, demonstrînd că controlul genetic al restaurării fertilităţii polenului poate
fi  determinat de acţiunea cumulativă a 2 gene dominante non-alelice, cu un raport de
segregare de 9:6:1 (fertil/parţial fertil /steril). Dominguez-Gimenez şi Fick (1975) au
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raportat prezenţa a 4 gene de restaurare ale fertilităţii printre descendenţii de tip sălbatic
H.annuus şi H.petiolaris, şi a presupus că cel puţin 2 alele dominante trebuie să fi e
prezente la unul din cei patru loci, pentru a fi  exprimată complet restaurarea fertilităţii
[10].

Cercetările întreprinse de Anashchenko, Cucoş (1985) şi Anashchenko, Duca
(1985a) au confi rmat existenţa unui control genetic al restaurării androfertilităţii la
fl oarea-soarelui [73; 75].

Astfel, s-au studiat 40 de linii restauratoare de fertilitate la liniile androsterile cu
citoplasmă PET

1
. S-a remarcat faptul că la 5 din ele restaurarea fertilităţii este controlată

de 2 gene dominante, în timp ce la 4 linii restaurarea fertilităţii este determinată de 2
gene dominante. De asemenea, în urma hibridărilor efectuate s-a descoperit că la liniile
androsterile cu citoplasma ANL

1
 şi PET

1
 restaurarea fertilităţii este controlată de 2 gene

nealele [74].
Actualmente, atât prin analize hibridologice cât şi marcare moleculară au fost

identifi cate la  fl oarea-soarelui patru gene restauratoare de fertilitate: Rf
1

 localizată în
grupul de linkage 6; Rf

2
depistată în majoritatea liniilor fertile, inclusiv şi în genotipurile

menţinătoare de sterilitate; Rf
3
 restaurează fertilitatea la diverse surse ASC şi este

diferită de Rf
1
; Rf

4
identifi cată la linia H. maximiliani 1631, restaurează fertilitatea la

ASC-GIG2 [44].

Analiza comparativă a genelor şi proteinelor  mitocondriale asociate cu
androsterilitatea citoplasmatică

În baza de Date National Center for Biotechnology Information (NCBI) au fost
identifi cate 21 de secvenţe asociate cu ASC aloplasmică (38,09%) şi autoplasmică
(61,91%) la diferite specii de plante, inclusiv 14 din clasa Dicotiledonate (ordinele:
Brassicales, Asterales, Fabales, Caryophyllales, Solanales şi Apiales) şi 7 din clasa
Monocotiledonate (ordinul Poales). O varietate deosebită de tipuri de androsterilitate
se constată la plantele din familia Brassicaceae (care include şase specii cu ASC),
precum şi la cele din familia Poaceae (şapte specii).

 Au fost identifi cate numeroase gene ASC, cu o structură diferită, neomoloage,
cu excepţia:

la rapiţă, Brassica napus, orf222 responsabil de ASC nap şi orf224 de ASC-
pol, posedă o homologie de 79% la nivel nucleotidic [34];

la cereale, orf79 responsabil de ASC-Bo la orez şi orf107 a citoplasmei de tip
3A responsabilă de ASC la sorg, posedă o identitate de 53% [61].

O caracteristică comună a acestor gene este transcrierea cu o genă mitocondrială
esenţială. Transcriptului policistronic a fost identifi cat în toate cazurile de ASC
observate până astăzi. Lungimea orf-lor implicate în manifestarea androsterilităţii
variază în limitele de la 54 pb (caracteristic pentru orf77 al porumbului cu ASC-S),
până la 1068 pb (caracteristic pentru orf355, specifi c pentru aceeaşi linie de porumb).
La toate orf-urile analizate codonul de iniţiere este ATG. Codonul stop variază la
diferite specii. Cel mai frecvent s-a atestat în calitate de codon stop TGA (utilizat cu
o frecvenţă de 38,10%), urmat de TAA (33,33%) şi de TAG (28,57%). S-a constatat
utilizarea codonului TGA, practic, la toate speciile genului Brassica, cu excepţia
Brassica oleraceae ASC-ogu, la care acesta este substituit cu TAA. Acelaşi codon
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TGA se utilizează la toate tipurile sterile de porumb cu excepţia orf355, caracteristic
pentru ASC-S, care utilizează codonul TAG.

La majoritatea speciilor cercetate se observă o cantitate sporită de perechi de baze
adenină-timină (AT), valoarea medie a căreia constituie 56,69℅, cu excepţia orf263,
specifi c pentru Brassica tournefortii, la care conţinutul de AT este mai mic comparativ
cu cel de guanină-citozină (GC). Conţinutul de GC la cele 19 specii ale căror orf-uri au
fost cercetate a înregistrat valoarea medie de 43,31℅. Cantitatea maximă de AT a fost
atestată la orf138, caracteristic pentru Brassica oleracea CMS-ogu şi Raphanus sativus,
înregistrând valoarea de 64,75%, iar cea minimă la orf263, de la Brassica tournefortii,
constituind 47,98%. Respectiv, cantitatea maximă de GC – la orf236 (52,02%), iar
minimă la orf138 (35,25%), de la aceleaşi specii.

În ceea ce priveşte conţinutul procentual mediu al bazelor azotate, s-a atestat o
cantitate esenţială de A (28,15%) şi T (27,62%) şi una mai mică de G (22,97%), şi C
(21,25%). Valorile maxime şi minime au fost cuprinse în limitele: pentru A – de la
19,46% (orf77, Zea mays ASC-S) până la 40,05% (orf138, Brassica oleracea ASC-ogu
şi Raphanus sativus); pentru C – de la 11,99% (orf138, Brassica oleracea ASC-ogu
şi Raphanus sativus) până la 26,60% (pvs-orf-1, Phaseolus vulgaris), pentru G – de la
18,52% (pvs-orf-1, Phaseolus vulgaris) până la 37,13% (orf77, Zea mays CMS S), iar
pentru T – de la 19,76% (orf77, Zea mays ASC-S) până la 31,00% (orf256, Triticum
aestivum).

Astfel, analiza bioinformatică a datelor a relevat o frecvenţă înaltă a dinucleotidelor
AA şi TT, TC, AT, GA şi GG şi una redusă la dinucleotidele CG, GC, CC, GT, etc. În
ce priveşte  trinucleotidele, sunt  mai des întîlnite TTT, AAA, CAA, TTC, ATT spre
deosebire de  CGC, GAC, etc. Conţinutul sporit de AT a acestor loci himeri asigură o
transcriere rapidă şi completă a mesajului ereditar, respectiv şi sinteza polipeptidelor
alterate, toxice sau nespecifi ce pentru celulă, acumularea cărora în citoplasmă este
responsabilă de inducerea androsterilităţii.

Analiza secvenţelor proteice codifi cate de locii himeri asociaţi cu ASC a demonstrat
valori ale lungimii ce  variază intre 77aa (orf77, Zea mays, ASC-S) până la 355aa
(orf355, Zea mays, ASC-S) şi dimensiuni incluse intre  8,8 kDa la orf79 (Oryza sativa)
şi  39,8 kDa la orf355 (Zea mays, ASC-S).

Alte particularităţi care pot fi  evidenţiate includ:
valoarea PI, care a variat în limitele: de la 5,24 ( orf355, Zea mays, ASC-S),

până la 10,45 (orf186-1, Zea mays, ASC-S);
majoritatea polipeptidelor cercetate conţin o cantitate mare de aminoacizi

încărcaţi pozitiv (arginină şi lizină), în raport cu aminoacizii încărcaţi negativ
(asparagină şi glutamină) cu excepţia orf355, orf263, orf456, orf256, ceea ce ar putea
favoriza integrarea proteinelor în membrana internă a mitocondriilor.

Studiul proprietăţilor chimice şi a structurii primare a proteinelor codifi cate de locii
himeri asociaţi cu ASC a relevat un nivel înalt de similitudine al acestora, fi g. 4.

Generalizarea datelor privind analiza comparativă a genelor şi proteinelor
mitocondriale asociate cu  androsterilitate citoplasmatică indică:

un grad sporit de omologie a orfH522  cu subunitatea a 8-a a ATP-azei la Beta
vulgaris, mediu  cu orfB la Beta vulgaris, Brassica juncea şi Raphanus sativus şi redus
cu orfB  la Arabidopsis thaliana şi orf222 la Brassica napus;
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Fig. 4. Arborele
fi logenetic care refl ectă
gradul de similitudine
a orfH522, caracteristic
pentru Helianthus
annuus L., cu alte
locusuri din genomurile
diferitor specii, construit
în baza rezultatelor
analizei Blast.

un punct ancestral comun al subunităţii a 8-a a ATP-azei şi a orfB la Beta
vulgaris;

originea fi logenetică identică a orf B  la A. thaliana, B. juncea şi R. sativus;
distanţa ancestrală seminifi cativă între orfH522 la H. annuus şi orf222 la B.

napus, faţă de punctul fi logenetic comun.
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SEMNIFICAŢIA APEI ÎN COORDONAREA ŞI INTEGRAREA
FUNCŢIILOR PLANTEI ÎN CONDIŢII  DE SECETĂ.

Ştefîrţă Anastasia

Institutul de Genetică şi Fiziologie a Plantelor al Academiei de Științe a Moldovei
Rezumat

Sinteza informaţiei din literatură demonstrează, că procesele care asigură relaţiile
interactive dintre organe sunt asociate cu autoreglarea funcţiilor şi menţinerea unui
echilibru dinamic al acestora. În procesul adaptării se realizează o unitate indisolubila
a plantei cu mediul ambiant. Apa uneşte toate părţile componente ale organismului,
începând cu moleculele şi terminând cu ţesuturile şi organele, într-un tot unic; pare a
fi  unica substanţă în plantă, care adecvat poate îndeplini funcţiea triplă  de reglare a
creşterii, reglare a activităţii metabolice şi integrare a structurii şi funcţiilor la toate
nivelurile de organisare. Cauza principală a dereglării integrităţii funcţionale în condiţii
de secetă este perturbarea mediului lichid intern, relaţiilor donator-acceptor şi schimbării
gradienţilor apei între organe, inhibării reacţiilor metabolice şi biosintezelor. În condiţii
de secetă apei î-i revine locul central în coordonarea şi menţinerea integrităţii funcţiilor.
Cuvinte-cheie: autoreglare -  coordonare – integrare – adaptare
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Seceta, prin insufi cienţa de apă în sol şi/sau atmosferă, temperatură şi iradiaţie
înalte, este cel mai alarmant factor ce limitează productivitatea şi stabilitatea recoltei
în întreaga lume. În deosebi de afectate sunt plantele când seceta se suprapune pe fond
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