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Rezumat

Androsterilitatea este un fenomen raspandit in naturd, cu largi aplicatii in agricultura si
particularitatile moleculare ale manifestarii ASC la diferite plante de cultura.
Este prezentata analiza bioinformatica comparativa a genelor si proteinelor asociate cu
androsterilitatea citoplasmatica.

Cuvinte-cheie: Androsterilitate citoplasmatica — gene mitocondriale - proteine -
recombinari - incompatibilitate nucleu-citoplasma.

Depus la redactie 05 aprilie 2012

Adresa pentru corespondenta: Port Angela, Universitatea Academiei de Stiinte a
Moldovei, str. Academiei 3/2, MD2028, Chisindu, R. Moldova, portang@yahoo.com,
tel. (+373 22) 73-74-31

Primul caz de androsterilitate citoplasmatica a fost descris de C. Correns, care a
descoperit in anul 1904 plante de cimbru (Satureja hortensis L.) cu polen neviabil.
Tn urma polenizarii plantelor androsterile cu polen de la plante fertile au fost obtinute
forme androsterile pana in generatia F, demonstrand astfel ca sterilitatea masculina se
mosteneste pe linie materna [13]. Ulterior, acest fenomen a fost descoperit si descris la
o serie de plante din clasa mono- si dicotiledonatelor, anuale si perene, alo- si autogame.
J. Edwardson a remarcat cazuri de androsterilitate necromozomala la 153 specii, ce
fac parte din 51 genuri si 22 familii, clasificAndu-le Tn functie de originea lor in felul
urmator [13]:

sterilitate aparuta n rezultatul incrucisarilor dintre plante cu genom si citoplasma
incompatibila;

sterilitate care se manifestd spontan la hibrizii intraspecifici;

sterilitate determinata de mutatii citoplasmatice.

Androsterilitatea a aparut in conditii naturale diferite, fiind observata in populatii
sau la descendentii obtinuti spontan Tn urma hibridarilor intraspecifice, interspecifice
si intergenerice precum si in urma mutagenezei ca rezultat al reorganizarii genelor
citoplasmatice sau nucleare [19].

Pornind de la multitudinea surselor si diversitatea filogenetica, feno- si genotipica,
au fost intreprinse mai multe incercari de a clasifica tipurile cunoscute de androsterilitate.
Tn functie de factorii care determina expresia acestui fenomen se disting [77]:

androsterilitate genica sau nucleara, cauzata de gene nucleare n stare
recesiva msms (msms — male sterile) care se transmit prin ereditate mendelian;

androsterilitate citoplasmatica, determinata de gene citoplasmatice si gene
nucleare restauratoare de fertilitate Rf ;
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androsterilitate modificationala sau indusa, determinata de factori abiotici si
biotici ai mediului, indusa prin mutageneza sau prin aplicarea exogena a giberelinelor;

androsterilitate cromozomald, cauzatd de diferite tipuri de aberatii
cromozomale aparute in meioza ca o consecintad a hibridarilor indepértate.

Fiecare tip de androsterilitate are o importanta teoreticd deosebitd. Astfel, studierea
androsterilitatii citoplasmatice permite elucidarea mecanismelor de interactiune a
genomului nuclear cu plasmonul, studierea androsterilitatii genice pune in evidenta
mecanismele de actiune a genelor nucleare, iar in cadrul androsterilitatii modificationale
se examineaza actiunea diferitilor factori asupra procesului de microsporogeneza. Pe
langa aceasta, fenomenul de androsterilitate este folosit pe larg la crearea de hibrizi
pentru productie, fard a se efectua castrarea manuala a florilor, determinand o crestere
a eficientei economice.

Actualmente, se apeleaza din ce in ce mai des la posibilitatea credrii genotipurilor
androsterile prin utilizarea tehnicilor moderne de geneticd moleculara. Astfel, a fost
obtinut un nou tip de ASC la Nicotiana tabacum L. prin hibridizarea somatica a
protoplastelor [76]. Se efectueaza selectarea formelor ASC prin metoda androgenezei
spontane [23]. La plantele de tutun transgenic au fost obtinuti mutanti androsterili prin
introducerea in genom a unor gene ce codifica ribonucleaze, restaurarea fertilitatii
fiind determinatd, Tn acest caz, de prezenta la liniile restauratoare a unui inhibitor al
ribonucleazelor [42]. Astfel, introducerea genel rolC de la Agrobacterium rhizogenes
in formele androfertile de tutun cauzeaza androsterilitatea acestora [54].

Tipuri de androsterilitate citoplasmatica

ASC poate fi intalnita atat la plantele monoice, cét si dioice din clasa mono- si
dicotiledonate, anuale si perene, cu mod diferit de reproducere (plante alo- si autogame).
Varietatea mare de tipuri de ASC, precum si clasificarea diferitd a acestui fenomen,
implica necesitatea cunoasterii surselor, formelor de ASC, modalitatea de transmitere
a acestora si a genelor implicate Tn disfunctia mitocondriald, soldatd cu intreruperea
procesului de microsporogeneza, rezultdnd androsterilitatea plantelor.

Tn functie de originea genomului citoplasmatic si nuclear care interactioneaza, pot
exista trei tipuri de androsterilitate citoplasmatica [29]:

autoplasmica — apare cand genomul citoplasmatic si cel nuclear fac parte
dintr-o populatie genetica;

homoplasmica — apare cadnd genomul citoplasmatic si cel nuclear fac parte din
populatie genetice diferite din cadrul aceleasi specii;

aloplasmica — apare la interactiunea interactiunea genomului citoplasmatic cu
cel nuclear care fac parte din specii diferite.

Primele doua tipuri de androsterilitate reprezinta o consecinta fireasca a proceselor
evolutive Tn naturd, de exemplu, cazul ginodioeciei — coexistenta indivizilor hermafroditi
si femeli (androsterili), Intalnita frecvent la angiosperme. Natura interactiunii dintre
plasmagene si genele nucleare, inevitabila in restaurarea fertilitatii, poate fi explicata
n contextul teoriei conflictului genomic [66].

Tn numeroase populatii cu ginodioecie indivizii femeli produc cu mult mai multe
seminte viabile decat indivizii hermafroditi. Acest avantaj al fertilitatii feminine sta la
baza evolutiei modelului de ginodioecie. El poate fi cauzat de:
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efectele sexului matern, care maresc functionalitatea sexului femel sau
viabilitateaindivizilor androsterili;

efectele inbreeding-lui, indivizii femeli nu se pot autopoleniza si produc mai
multe seminte viabile decét indivizii hermafroditii. Acest tip de androsterilitate este
cunoscut atat la speciile de plante din flora spontana, cét si la plantele de cultura.

Androsterilitatea aloplasmica se obtine frecvent din incrucisérile interspecifice sau
din Incrucisarile genurilor apropiate. Tn 1988, Kaul defineste aloplasmia ca fenomen in
care celulele unui organism contin citoplasma unei specii si nucleul altei specii. Autorul
a semnalat 175 cazuri de aloplasmie asociate cu ASC [29]. Se considera, ca sterilitatea
masculind aloplasmica este conditionata de disfunctii n activitatea mitocondriilor,
determinate de coordonarea ineficientd dintre genomurile citoplasmatic si nuclear la
nivelul transcriptilor (expresia genelor mitocondriale) sau asamblarea produselor de
translatie in complexul lantului respirator.

Expresia fenotipica a adrosterilitatii determinata de interactiunea dintre citoplasma
si nucleul unei specii donatoare variaza destul de larg, fiind asociatd uneori si cu
conversii homeotice ale staminelor n alte organe florale - structuri carpeloide sau
petaloide [5].

Diversitatea moleculara a androsterilitatii citoplasmatice

Androsterilitatea citoplasmaticd se manifestd in prezenta genelor nucleare de
restaurare a fertilitatii in stare recesiva — rfrf si se mosteneste nonmendelian. Restaurarea
fertilitatii polenului in generatia F, este asigurata de genele Rf atat in stare homozigota
dominanta, cat si heterozigota Rfrf [53].

Studiul androsterilitdtii citoplasmatice prin diverse metode de analiza moleculara
(cartare fizica comparativa, restrictie enzimaticd, translatie in vitro, secventiere etc.)
la diferite specii, precum ASC-T la porumb [53], sorg [3], petunie [69], rapita [60],
orez [27], ridiche [40], floarea-soarelui [31] au demonstrat cd acest fenomen apare ca
urmare a rearanjamentelor la nivelul genomului mitocondrial, Tn urma cdrora rezulta
noi cadre de citire orf-uri (orf — open reading frame) himerice mitocondriale (fig. 1).

Caracteristica moleculard a regiunilor himere asociate cu ASC variaza chiar si in
cadrul unei specii. Mutatiile mitocondriale sunt depistate Tn special Tn regiunea din
amonte sau aval a genelor care codifici componentii complexului ATP-azic. Tntrucit,
n majoritatea cazurilor androsterilitatea este rezultatul expresiei unor noi cadre de citire
si nu al Intreruperii genelor mitocondriale de baza, fenotipul ASC poate fi considerat
mutant cu o noud functie (gain-of-function mutants). Aceasta particularitate distinge
formele ASC de mutantii mitocondriali obtinuti prin silentierea unei gene (loss-of-
function) care Tn majoritatea cazurilor prezintd deficiente de crestere vegetativa.

Afectarea starii fiziologice a mitocondriilor cauzatd de prezenta noilor orf-uri la
liniile materne se manifesta in dezvoltarea staminelor si formarii polenului Tn perioada
premeiotica, meioticd sau postmeiotica, rezultdnd tipul ASC de tip gametofit sau
sporofit. S-a constatat ca in majoritatea sistemelor ASC, inclusiv ale liniilor comerciale
formarea polenului este perturbatd Tn meioza si postmeioza.

ASC la porumb (Zea mays) poate fi clasificaté in trei grupe: ASC tip -T, -C si -S

[67].
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Fig. 1. Genele himere asociate cu ASC la diferite specii de plante [55].

Orf-urile se noteaza dupa numarul de codoni, cu exceptia unor denumiri
conventionale. Liniile paralele punctate indica similaritatile dintre secvente. Directia
transcriptiei (5- 3) este indicatd in partea de sus a figurii, cu exceptia elementului cox1
in cadrul zonei himerice R la citoplasma de porumb de tip-S.

Prima forma de porumb androsteril folosita in tehnologia porumbului hibrid, a fost
tipul-T (Texas) identificat de P. Mangelsdorf si V. Edwardson n anii 1951-1953 la
soiul de porumb Mexican june [13]. Liniile sterile de porumb se deosebeau esential
dupd structura ADNmt, polimorfismul fragmentelor de restrictie, structura ARNmt,
produsele mitocondriale de translatie [45]. Tnsa Tn scurt timp Tn SUA, s-a renuntat la
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folosirea tipului Texas, datorita atacului masiv de Helminthosporium maydis observat
la hibrizii produsi pe baza citoplasmei tip-T. Tn afara de acestea, porumbul cu ASC-T
este sensibil si la actiunea unui alt patogen fungic Phyllosticta maydis. Corelatia
pozitiva Intre androsterilitatea citoplasmatica tip-T si sensibilitatea la atacul fungic a
fost determinata si de faptul ca materialul utilizat pentru producerea hibrizilor respectivi
prezenta o Thalta uniformitate genetica.

Plantele cu ASC-T poseda o gena mitocondriala denumita T-urfl13, care codifica o
proteind de 13 kD ce determina formarea unor pori in membrana interna a mitocondriei
[9; 67]. Prin studii de expresie a genei urfl3in E. coli a fost relevat ca polipeptidul
urfl3 este localizat Tn membrana citoplasmatica a bacteriei [9], ceea ce este analog cu
prezenta acestuia in membrana interna a mitocondriilor celulelor cu citoplasma T.

Interactiunea toxinei BmT cu urfl3 se soldeaza cu permeabilizarea membranei
citoplasmatice a bacteriei. Acelasi efect este observat si la porumbul cu ASC-T [22].
Astfel, Tn prezenta toxinei respective, proteina urf13 formeaza pori membranari. Tn
acelasi context, gena urfl3 determina sensibilitate la toxine in mitocondriile drojdiilor
[16], tutunului transgenic [63], precum si Tn mitocondriile insectelor. Expresia genei
urfl3 n celulele bacteriene a relevat un grad Tnalt de toxicitate a proteinei urfl3
pentru acestea, precum si pentru celulele insectelor [33]. Polipeptidul urfl3 penetreaza
membrana mitocondriald interna de trei ori, iar capatul sdu C-terminal este orientat spre
matricea mitocondriald [32]. Aceasta proteina poate exista in membrana mitocondriei
sub forma monomera, dimera sau trimera.

Gena urfl3 este localizatd in amonte de regiunea conservata orf221 cu care se
cotranscrie [52]. Orf221 codifica o proteind transmembranara din subunitatea Fo a
ATP-sintetazei. Analiza complexului ATP-sintetazic la arabidopsis a relevat prezenta
une proteine similare cu orf221, avand functii asemanatoare celor realizate de
subunitateab a ATP-azei ladiverse organisme. Astfel, omologul acestui cadru decitire
deschis este relevat ca fiind gena atp4 [20].

Constatarea ca urf13 este cauza avortarii polenului este confirmata de faptul, ca in
genomul plantelor cu fertilitatea restauratd se detecteaza o insertie de 5 kb Tn urfl3,
ceea Ce cauzeaza aparitia unui stop codon prematur, rezultind un polipeptid doar de 74
aminoacizi, nefunctional [53].

Restaurareafertilitatii in plantele cu ASC-T este controlatd de doua gene restauratoare
defertilitate Rf, si Rf, Tn stare dominanta. Analiza cantitativa a produsilor de expresie a
relevat ca gena Rf, afecteaza in mod direct expresia genei urf13, micsorand abundenta
proteinei urfl3 cu circa 80% in timp ce gena Rf, — nu afecteaza expresia acestei gene
[9; 38].

ASC tip-C laplantele de porumb este asociat cu sinteza unui polipeptid solubil de
17,5kD, spre deosebire de polipeptidul transmembranar solubil de 15,5kD, caracteristic
mitocondriilor speciilor fertile [45]. A fost determinat ca in plantele cu ASC-C genele
mitocondriale atp9, atp6 si coxll sunt afectate de mutatii, rezultat al rearanjamentelor
intergenice Tntre ADN-ul mitocondrial si cloroplastic [38].

Restaurarea fertilitatii polenului la acest tip de ASC este determinatad de actiunea
unel singure gene nucleare dominante Rf, [49].

ASC tip-Seste asociata cu prezenta a doud gene noi: orf355si orf77[70]. Orf77 este
0 gena himera cu secvente codificatoare similare genei atp9 si determina sinteza unui
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polipeptid de 17 aminoacizi (orf17). Polipeptidul orfl7 contine resturile C-terminale
similare cu cele ae proteinei ATP9 [15]. Originea genei orf355 nu este cunoscuta si
nici produsul proteic nu a fost identificat.

Genomul mitocondrial in aceste plante se caracterizeaza prin prezenta unor plasmide
liniare de ADN notate S, si S, [50]. Plasmida S, are o lungime de circa 6397 pb, iar
S, — 25453 pb [48]. Relatia dintre prezenta plasmidelor S, si S, si sterilitatea polenului
in plantele ASC-S nu este pe deplin elucidatd. Mitocondriile plantelor cu fertilitate
restaurata prin actiunea genei Rf, pastreaza plasmidele S, si S,. Spre deosebire gle
ASC-T si ASC-C, la plantele cu ASC-S este posibilad revenirea spontana a fertilitatii. In
astfel de plante, nu se detecteaza plasmide libere S, si S, [67 ; 70].

ASC lapetunie (Petunia) se manifestd ca urmare a rearanjarilor la nivelul locusului
atp9 ce cauzeaza aparitia genei himere pcf (petunia CMS-associated fused) cu 354 de
codoni. Orf pcf este generat prin fuziunea regiunii 5’-noncodante si regiunii amino-
terminale ale genei atp9, cu fragmentul de ADN ce codificd gena coxll si un cadru de
citire neidentificat urfS[69]. Locusul contine copiile normale ale genelor nad3 si rpsl2,
precum si noud codoni proveniti de la 0 gena necunoscuta, orfl43, depistata si la liniile
fertile de petunie [18].

Prin deletia acestui locus se asigura restaurarea fertilitatii, determinata de actiunea
unel singure gene nucleare dominante Rf. Astfel, la liniile cu fertilitate restaurata,
transcriptia genei pcf este finisatd prematur [69], micsorandu-se esential continutul
transcriptului.

Proteina de 45 kD codificata de orf pcf, este procesata pana la o proteina de 19,5 kD,
ce prezintd o mobilitate echivalenta cu o polipeptida de 25 kD Tn gel de acrilamida [46].
Proteina lipseste complet la liniile fertile, iar cantitatea acesteia este redusa substantial
la liniile cu fertilitate restaurata.

ASC laridiche (Raphanus sativus) este determinata de aparitia unor noi cadre de
citire orf138 si orf125 care contin 375 nucleotide [26].

La unele varietdti japoneze de ridiche a fost identificat un tip de androsterilitate
ASC-ogu ce se caracterizeaza prin deosebiri semnificative ale transcriptilor genelor
mitocondriale atp6, atpA si coxll. Un cadru nou de citire cu 105 codoni — orf105, afost
identificat la capatul 5’ al genei atp6, fiind cotranscris impreuna cu aceasta din urma. O
alta secventa de ADN rearanjata, cu o lungime de 120 pb a fost atestata la capatul 5’ al
regiunii codante agenei coxl [41].

La ridichea Kosena (Raphanus sativus cv. Kosena) a fost identificatd o regiune
similara cu orf138/atp8 din varza, cu exceptia unei deletii de 39 de nucleotide, fapt
care genereaza un nou orf125. La liniile cu fertilitatea restaurata nu se constata prezenta
transcriptului si nici a proteinei orf125 [26].

ASC la genul Brassica este mult mai variata in comparatie cu alte specii de plante.
Au fost identificate mai multe tipuri — ASC-ogyra, ASC-nap, ASC-mur, ASC-pol, ASC-
tour, ASC-nig si ASC-ana [19], care Tn majoritatea cazurilor rezulta din hibridizarea
interspecifica si incompatibilitatea nucleo-citoplasmica.

La Brassica ogyra a fost relevata existenta unui cadru de citire orf133 situat ih
amonte de gena atp8 [4]. Acesta codifica un polipeptid de 19 kDa care nu este transcris
n prezenta genei Rfo. La liniile cu fertilitatea restaurata se constata si lipsa proteinei de
19 kD - orf138, prezenta la liniile sterile [17].
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La Brassica napus secventierea genei mitondriale asociate cu androsterilitatea
citoplasmatica releva prezenta unui nou cadru de lectura din 222 de codoni (orf222),
situat dupa gena atp6 si in aval de gena nad5 si orf139 [6]. Studiul genei orf263 de
la Brassica tournefortii, atesta faptul cd aceasta, este formata din aproximativ 90 de
codoni similari exonului genei nad5, urmata de 45 de codoni asemanatori genei atp6.
Tot n acest caz a fost observata prezenta proteinei de 32 kDa la liniile sterile, Tnsa
asocierea acesteia cu ASC nu este Tnca pe deplin confirmata [35].

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

ADNmMt la liniile sterile cu ASC-pol a fost studiat prin analiza de restrictie [68].
Astfel, la aceste linii rearanjamentele ADN din apropierea genei atp6 genereaza un
cadru de citire de 224 de codoni — orf224. Cotranscrierea orf224 impreuna cu atp6
genereaza un transcript bicistronic. Genele restauratoare de fertilitate, determina deletia
acestui transcript bicistronic, formand un transcript monocistronic [59]. Aceasta gena
himera orf224 include primii 58 de codoni ai genei atp8, 13 codoni ai genei rps3 si
unele secvente neidentificate.

Prezenta alelei Rfp sporeste cantitatea transcriptului monomeric al genei atp6,
implicata Tn manifestarea ASC [59]. Este sugestiv gradul Tnalt de similaritate ntre
ADNmMt nap si pol. Astfel, In citoplasma sterila tip-nap, s-a identificat o gena himera
orf222, care nu este cotranscrisa cu atp6. Tn schimb, orf222 este cotranscrisd cu exonul
¢ d nad5 si cu gena orf139. Identitatea orf139 nu este cunoscuta, desi prezenta ei se
atesta la un numar relativ mare de specii. Genele orf222 si orf224 prezinta o omologie
de 75%. Transcriptul orf222/nad5c/orf139 este afectat de prezenta alelei Rfn [6].

ASC laorez (Oryza sativa) a fost raportata, pentru prima data, la specia sélbatica
de orez chinezesc Oryza rufipogon Griff. Se cunosc mai multe tipuri de ASC la orez:
ASC-CW, ASC-Bo, ASC-Ld, ASC-WA si ASC-HL [39].

Cea mai utilizata citoplasma androsterila la orez este citoplasma tip-Bo. Genomul
mitocondrial cu citoplasma Bo contine doud copii ale genei atp6. In avalul celei de-a
doua copie a genei atp6 (B-atp6) se identifica orf39 asociat cu ASC. ASC-Bo este
asociata cu aditia unei gene himere urf-rmc plasata la capatul 5° al regiunii noncodante
a genel atp6 [28]. Transcrierea acestei gene, Tmpreuna cu gena atp6, genereaza un
transcript de 181 aminoacizi codificati de atp6, precum si un produs de 9 aminoacizi ai
unei regiunii necunoscute. Restaurarea fertilitatii se realizeaza de gena Rf , localizata
in cromozomul 10 [57]. De asemenea, s-a relevat prezenta unei gene himere orf79,
similara cu capatul N-terminal al genei coxl. Un numar mare de aminoacizi din primii
28 a orf79 sunt identici cu coxl [47].

Prezinta interes similaritatea de 80% dintre orf79si un cadru de citire neidentificat la
sorgcucitoplasmaA ,[62]. Deci, laorezul cu citoplasmasterilatip-Bo 11, androsterilitatea
este asociatd cu prezenta unei copii anormale a genei apt6, care produce un transcript
ARNM aberant cu un cadru de citire aditional notat orf79 [2].

S-astudiat rolul orf79 in manifestarea fenotipica a ASC prin mai multe modalitati
[65]. Tn primul rand, s-a identificat citotoxicitatea proteinei orf791n E. coli. Tn majoritatea
cazurilor, expresia genei a fost letalda pentru bacterie. Mai mult ca atat, introducerea
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genel orf79 in liniile fertile de orez, utilizdnd promotorul 35S specific virusului
mozaicului tutunului, a generat la plantele modificate genetic o semi-androsterilitate.
Acest fapt se datoreaza prezentei transgenei doar in unele grauncioare cu polen dupa
realizareameiozei.

Tn ceea ce priveste celelalte tipuri de ASC la orez, restaurarea fertilitatii la acestea
se realizeaza de catre genele: Rf, pentru ASC-Ld, localizata in cromozomul 2; Rf, si Rf,
pentru ASC-WA, amplasate in cromozomul 1 si 10 respectiv; Rf, si Rf, pentru ASC-HL
localizata Tn cromozomul 10; Rfcw pentru ASC-CW si Rf-D, pentru ASC-D, [72].

ASC la fasole (Phaseolus vulgaris) este asociata cu prezenta unui nou cadru de
citire de 297 pb numit pvs (phaseolus vulgaris sterility). Regiunea pvs contine doua
orf-uri, orf239 si orfo8 [1].

Restaurarea fertilitatii este determinata de genele nucleare Fr si Fr,. Fr, spre
deosebire de gena Fr, afecteaza profilul transcriptului ASC [7].

ASC lagrau (Triticumaestivum). La formele sterile regiunea 5’ ce flancheaza gena
coxl prezinta un cadru de citire himeric deschis — orf256, care codifica un polipeptid
de 256 aminoacizi de 7 kDa. Aminoacizii N-terminali codificati de orf256 si gena coxl
sunt similari [21]. Secventa codificatoare a genei coxl difera la liniile fertile/sterile
doar prin codonul STOP TAA la liniile fertile si TAG la liniile sterile. Secventa unica
asociata cu ASC este flancatd la capatul 3’ si incepe de la G al codonului STOP a
genel coxl.

ASC la sorg (Sorghum bicolor) apare in urma rearanjamentelor la nivelul genei
mitocondriale coxl si al ADN-ului plastidic [8]. Astfel, regiunea codanta a genei coxl
la plantele sterile este extinsa la capatul 3’ cu 303 nucleotide si determina sinteza
a 101 de aminoacizi suplimentari la capatul C-terminal al proteinei codificate. Mai
mult ca atat, majoritatea liniilor sterile de sorg se caracterizeaza printr-o deletie in
ADN-ul cloroplastidian [8]. Aceasta deletie este situatd la mijlocul genei rpoC2 ce
codifica subunitatea B a ARN-polimerazei. Mecanismul aparitiei deletiei Thca nu este
elucidat si Tnteles pe deplin. Gena asociatda cu ASC - orfl07 contine 23 din 31 de
»resturi” identice cu gena atp9, urmata apoi de un segment, la care 28 din 51 de codoni
codificd aminoacizi asemanatori cu gena orf79 de la orez, insa produsul de expresie a
acestei gene nu este cunoscut [51]. Transcriptia acestui orf107 difera la liniile cu gena
restauratoare de fertilitate Rf, de liniile sterile.

ASC la bob (Vicia faba) coreleaza cu prezenta unor particule citoplasmatice cu
diametrul de circa 70 nm, spre deosebire de alte plante androsterile [14]. Particulele
contin o molecula dublu catenara de ARN de 16,7 kb, capabila de a codifica o replicaza
dependentd de ARN [37]. Cu toate acestea, particulele nu sunt localizate Th mitocondrii
si originea lor este necunoscuta. Restaurarea fertilitatii este asociata cu disparitia acestor
particulelor citoplasmatice.

ASC lasfecla-de-zahar (Betavulgaris) este provocata de forme diferite ale ADNmt
si de variatia numarului si tipurilor de plasmide circulare, supraspiralate de ADN.

Genelemitocondriae coxll siatpAdin liniile fertile si liniile sterile prezintd deosebiri
in produsele de transcriptie [56]. La una din ele se atesta lipsa a doud polipeptide
mitocondriale cu masa moleculara de 21 kDa si 32 kDa in genomul plantelor cu ASC.

Astfel, la majoritatea sistemele ASC caracterizate, se constata mutatii Tn regiunea
codificatoare a genelor mitocondriale pentru subunitdtile ATP-sintetazei, indicand
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asuprafaptului, ca dereglarile in activitatea ATP-sintetazei determina ASC lanumeroase
plante de cultura[19].

ASC la floarea-soarelui (Helianthus annuus L.). Prima sursd de ASC a fost
descoperitd de Leclercq Tn 1969 [36] Tn urma Tincrucisarii interspecifice dintre
Helianthus petiolaris si H. annuus. Datorita folosirii aproape exclusive a acestei surse
de androsterilitate pentru obtinerea de seminte hibride, toti hibrizii din cultura sunt
stréns Tnruditi Tn baza citoplasmei. Eforturile in domeniul ameliorarii vizeaza in special
cresterea variabilitati genetice a hibrizilor de floarea-soarelui, prin dezvoltarea de noi
sisteme ASC.

Se cunosc cel putin 62 de surse noi de ASC la floarea-soarelui. Multe din ele sunt
derivate din Tncrucisari interspecifice, altele au aparut spontan in populatiile sélbatice
de floarea-soarelui sau au fost obtinute prin mutageneza.

Analiza citoplasmei PET, la floarea-soarelui a relevat, ca liniile androsterile se
deosebesc de analogii androfertili printr-o inversie de 11kb si o insertie de 5 kb, fig. 2.
Datorita inversiei, orf 873 este translocat din pozitia sa in fata genei cob, iar Tn pozitia
orf 708 are loc insertia unde se creeaza un nou cadru de citire cu 522 de nucleotide -
orfH522 [58; 31]. Primii 19 aminoacizi codificati de aceasta gena sunt identici cu gena
atp8 si prezinta o proteina de 15-16 kDa [43].

arpA orfH&73 orfH 708 cob

i .
| |_-_:

- | -+

==z | 1-kb-inversie ===

| S-kb-insertie << 1 1-Kb-inversie <<<-<
orfI{522
atpA 3 onfHT08 orfHET2 cob
[ ]
5
[ ]. U
]

Fig. 2. Organizarea ADN-Iui mitocondrial flancat de genele la liniile fertile si sterile
Boxele cu sageti marcheaza orientarea secventelor invers repetitive 261 pb [34].

S-a constatat c& regiunea rearanjatd a ADN mitocondrial este flancatd de repetitii
inverse de 261pb si prezintd omologie cu unele secvente din ADN nuclear sau
mitocondrial [31] (fig. 3).

Prezenta a 57 de nucleotide de la orfH708 in aval de gena atpA, ca parte aorfH522
n liniile androstrile si a 223 pb din secventa codificatoare a regiunii 3’ orfH708 de o
parte si de alta a insertiei de 5 kb demonstreaza faptul ca insertia a avut loc in orfH708
dupd inversia acestei regiuni. Datoritd fenomenului de recombinare, cea mai mare
parte aorfH708 a fost deletatd sau translocata in alta regiune a genomului mitocondrial
[71].
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Omologie cu atp9(45pb)

atpA orfB Zond cu omologie cu ADN nuclear Capdtul 3’ al orfH708(223pb)
-
> e e
Identitate de 57pb cu orfH708 Repetitie 261pb Zond omoloagd cu secvente din ADNmt

Fig. 3. Organizarea unei regiuni din ADN mitocondrial situata intre atpA si cob la
liniile androsterile deH. annuus L. (BASO-ASC) [25]

Primele cercetéri privind activitatea functionalda a acestor doua orf-uri: H708 si
H873 din regiunea asociatd cu ASC, au fost efectuate de Kohler in 1991 [24;31]. Astfel,
investigarea a 28 linii sterile si linii ferile n-a constatat prezenta transcriptilor in ARN-
ul extras din plantulele etiolate

Spre deosebire de datele obtinute la plantule etiolate, analizele efectuate de noi la
nivelul transcriptilor din inflorescentd in fazele R, si R, ale dezvoltarii reproductive au
pus Tn evidenta expresia orf 873 atat la liniile fertile cat si sterile [11].

Spre deosebire de proteinel e asociate cu androsterilitatea, unele plante, polipeptidul
de 16 kD codificat de orfH522 a fost detectat atat in tesuturile vegetative, cét si in
cele generative, rezultate care demonstreazd modul constitutiv si nu tisular specific
de expresie a genei respective [12]. Totusi in florile de floarea-soarelui cu fertilitatea
restaurata, nivelul sintezei acestui polipeptid de 16 kD este mai redus, comparativ cu cel
pentru linia androsterila [43]. S-a constatat, c& micsorarea continutului stoichiometric
al cotranscriptului atpA-orfH522 se datoreaza poliadenildrii, marcandu-l astfel ca
substrat - tinta pentru ARN-aza2 [43]. Produsul genei nucleare de restaurare la nivel
post-transcriptional destabilizeaza noul transcript mitocondrial, fenomenul avand
specificitate tisulard. Nu s-a observat editarea diferentiald a orfH522 ca rezultat al
restaurdrii fertilitatii de catre genele de restaurare [43].

Restaurarea fertilitdtii la liniile androsterile de floarea-soarelui este controlata de
aranjamente complexe de gene ce reactioneaza diferentiat cu liniile ASC. Studiile de
transmitere a restaurarii fertilitatii sunt puse in dificultate de genele complementare
existente in unele linii parentale femele, dar si de genele prezente in liniile de restaurare
a fertilitatii.

Primele investigatii privind genele implicate in restaurarea fertilitatii liniilor
androsterile de floarea-soarelui (linia T66006-2-1) si corelatiile existente intre genele
corespunzatoare aflate in liniile androsterile respective au fost raportate de catre Kinman
in 1970. Cercetatorul a indicat prezenta unei singure gene dominante de restaurare a
fertilitatii Rf, [30]. Putin mai tarziu, s-a stabilit ca pentru restaurarea fertilitatii este
necesara incd o gena dominanta complementara cu Rf, - gena Rf,. Astfel, au fost
obtinute linii de plante homozigote Rf,Rf, sterile cu citoplasma PET,. Vranceanu si
Stoenescu (1977) au determinat relatiile alelice intre diferite surse de gene de restaurare
a fertilitatii, demonstrind ca controlul genetic al restaurarii fertilitatii polenului poate
fi determinat de actiunea cumulativd a 2 gene dominante non-alelice, cu un raport de
segregare de 9:6:1 (fertil/partial fertil /steril). Dominguez-Gimenez si Fick (1975) au
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raportat prezenta a 4 gene de restaurare ale fertilitatii printre descendentii de tip salbatic
H.annuus si H.petiolaris, si a presupus ca cel putin 2 alele dominante trebuie sa fie
prezente la unul din cei patru loci, pentru a fi exprimata complet restaurarea fertilitatii
[10].

Cercetarile intreprinse de Anashchenko, Cucos (1985) si Anashchenko, Duca
(1985a) au confirmat existenta unui control genetic al restaurarii androfertilitatii la
floarea-soarelui [73; 75].

Astfel, s-au studiat 40 de linii restauratoare de fertilitate la liniile androsterile cu
citoplasma PET,. S-aremarcat faptul ca la 5 din ele restaurarea fertilitatii este controlata
de 2 gene dominante, in timp ce la 4 linii restaurarea fertilitatii este determinata de 2
gene dominante. De asemenea, Tn urma hibridarilor efectuate s-a descoperit ca la liniile
androsterile cu citoplasmaANL , si PET, restaurarea fertilitatii este controlata de 2 gene
nealele [74].

Actualmente, atat prin analize hibridologice cét si marcare moleculara au fost
identificate la floarea-soarelui patru gene restauratoare de fertilitate: Rf, localizata in
grupul delinkage 6; Rf, depistata in majoritatea liniilor fertile, inclusiv si in genotipurile
mentinatoare de sterilitate; Rf, restaureaza fertilitatea la diverse surse ASC si este
diferita de Rf; Rf, identificata la linia H. maximiliani 1631, restaureaza fertilitatea la
ASC-GIG2 [44].

Analiza comparativa a genelor si proteinelor mitocondriale asociate cu
androsterilitatea citoplasmatica

Tn baza de Date National Center for Biotechnology Information (NCBI) au fost
identificate 21 de secvente asociate cu ASC aloplasmica (38,09%) si autoplasmica
(61,91%) la diferite specii de plante, inclusiv 14 din clasa Dicotiledonate (ordinele:
Brassicales, Asterales, Fabales, Caryophyllales, Solanales si Apiales) si 7 din clasa
Monocotiledonate (ordinul Poales). O varietate deosebitd de tipuri de androsterilitate
se constata la plantele din familia Brassicaceae (care include sase specii cu ASC),
precum si la cele din familia Poaceae (Sapte specii).

Au fost identificate numeroase gene ASC, cu o structurd diferitd, neomoloage,
Cu exceptia:

la rapitd, Brassica napus, orf222 responsabil de ASC nap si orf224 de ASC-
pol, posedd o homologie de 79% la nivel nucleotidic [34];

la cereale, orf79 responsabil de ASC-Bo la orez si orf107 acitoplasmel detip
3A responsabild de ASC la sorg, poseda o identitate de 53% [61].

O caracteristica comuna a acestor gene este transcrierea cu 0 gena mitocondriala
esentiald. Transcriptului policistronic a fost identificat in toate cazurile de ASC
observate pana astdzi. Lungimea orf-lor implicate Tn manifestarea androsterilitatii
variaza in limitele de la 54 pb (caracteristic pentru orf77 a porumbului cu ASC-S),
pana la 1068 pb (caracteristic pentru orf355, specific pentru aceeasi linie de porumb).
La toate orf-urile analizate codonul de initiere este ATG. Codonul stop variaza la
diferite specii. Cel mai frecvent s-a atestat In calitate de codon stop TGA (utilizat cu
o frecventa de 38,10%), urmat de TAA (33,33%) si de TAG (28,57%). S-a constatat
utilizarea codonului TGA, practic, la toate speciile genului Brassica, cu exceptia
Brassica oleraceae ASC-ogu, la care acesta este substituit cu TAA. Acelasi codon
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TGA se utilizeaza la toate tipurile sterile de porumb cu exceptia orf355, caracteristic
pentru ASC-S, care utilizeaza codonul TAG.

La majoritatea speciilor cercetate se observa o cantitate sporita de perechi de baze
adenina-timina (AT), valoarea medie a careia constituie 56,69%, cu exceptia orf263,
specific pentru Brassica tournefortii, la care continutul de AT este mai mic comparativ
cu cel de guanina-citozind (GC). Continutul de GC la cele 19 specii ale céror orf-uri au
fost cercetate a Thregistrat valoarea medie de 43,31%. Cantitatea maxima de AT a fost
atestatd la orf138, caracteristic pentru Brassica oleracea CMS-ogu si Raphanus sativus,
Tnregistrand valoarea de 64,75%, iar cea minima la orf263, de la Brassica tournefortii,
constituind 47,98%. Respectiv, cantitatea maxima de GC — la orf236 (52,02%), iar
minima la orf138 (35,25%), de la aceleasi specii.

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

Astfel, analiza bioinformatica a datelor a relevat o frecventa Tnaltad a dinucleotidelor
AASi TT, TC, AT, GA si GG si una redus la dinucleotidele CG, GC, CC, GT, etc. Tn
ce priveste trinucleotidele, sunt mai des intilnite TTT, AAA, CAA, TTC, ATT spre
deosebire de CGC, GAC, etc. Continutul sporit de AT a acestor loci himeri asigura o
transcriere rapida si completa a mesajului ereditar, respectiv si sinteza polipeptidelor
alterate, toxice sau nespecifice pentru celula, acumularea cdrora in citoplasma este
responsabila de inducerea androsterilitatii.

Analiza secventelor proteice codificate de locii himeri asociati cu ASC a demonstrat
valori ale lungimii ce variaza intre 77aa (orf77, Zea mays, ASC-S) pana la 355aa
(orf355, Zea mays, ASC-S) si dimensiuni incluse intre 8,8 kDa la orf79 (Oryza sativa)
si 39,8 kDa la orf355 (Zea mays, ASC-S).

Alte particularitati care pot fi evidentiate includ:

valoarea PI, care a variat in limitele: de la 5,24 (orf355, Zea mays, ASC-S),
pana la 10,45 (orf186-1, Zea mays, ASC-S);

majoritatea polipeptidelor cercetate contin o cantitate mare de aminoacizi
incarcati pozitiv (arginina si lizind), Tn raport cu aminoacizii Tncércati negativ
(asparagina si glutaminad) cu exceptia orf355, orf263, orf456, orf256, ceea ce ar putea
favoriza integrarea proteinelor in membrana internd a mitocondriilor.

Studiul proprietatilor chimice si a structurii primare a proteinelor codificate de locii
himeri asociati cu ASC a relevat un nivel Tnalt de similitudine al acestora, fig. 4.

Generalizarea datelor privind analiza comparativa a genelor si proteinelor
mitocondriale asociate cu androsterilitate citoplasmatica indica:

un grad sporit de omologie aorfH522 cu subunitatea a8-aaATP-azei |aBeta
vulgaris, mediu cu orfB laBeta vulgaris, Brassica juncea si Raphanus sativus si redus
cuorfB la Arabidopsis thaliana si orf222 la Brassica napus;
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un punct ancestral comun al subunitatii a 8-a a ATP-azei si a orfB la Beta
vulgaris,

originea filogenetica identicd a orf B laA. thaliana, B. juncea si R. sativus,

distanta ancestrald seminificativa intre orfH522 la H. annuus si orf222 la B.
napus, fatd de punctul filogenetic comun.
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SEMNIFICATIA APEI TN COORDONAREA SI INTEGRAREA
FUNCTIILOR PLANTEI TN CONDITII DE SECETA.

Stefirta Anastasia

Institutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor al Academiei de Stiinte a Moldovei
Rezumat

Sinteza informatiei din literatura demonstreaza, ca procesele care asigura relatiile
interactive dintre organe sunt asociate cu autoreglarea functiilor si mentinerea unui
echilibru dinamic al acestora. Tn procesul adaptarii se realizeaza o unitate indisolubila
a plantei cu mediul ambiant. Apa uneste toate partile componente ale organismului,
incepand cu moleculele si terminand cu tesuturile si organele, Tntr-un tot unic; pare a
fi unica substanta Tn plantd, care adecvat poate indeplini functiea triplda de reglare a
cresterii, reglare a activitatii metabolice si integrare a structurii si functiilor la toate
nivelurile de organisare. Cauza principala a dereglarii integritatii functionale in conditii
de secetd este perturbarea mediului lichid intern, relatiilor donator-acceptor si schimbarii
gradientilor apei intre organe, inhibarii reactiilor metabolice si biosintezelor. Tn conditii
de seceta apei 1-i revine locul central in coordonarea si mentinerea integritatii functiilor.
Cuvinte-cheie: autoreglare - coordonare — integrare — adaptare
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Seceta, prin insuficienta de apa n sol si/sau atmosfera, temperaturd si iradiatie
Tnalte, este cel mai alarmant factor ce limiteaza productivitatea si stabilitatea recoltei
n intreaga lume. In deosebi de afectate sunt plantele cand seceta se suprapune pe fond
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