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Monitoring of the seed quality at different stages of plant breeding at sunflower represents a very important element
in obtaining high yield hybrids based on CMS-Rf genetic system. Sunflower represents a protandric plant with a single
terminal inflorescence which contains 700-3000 individual hermaphrodite flowers, exposed on the calathidium, making
manual emasculation almost impossible. That’s why the utilization of the male sterility was indispensable and necessary
for the obtaining of the high level of hybridization at all the stages of sunflower breeding. Wide utilization of maternal
lines, with cytoplasmic male sterility, and of paternal lines, with fertility restoring genes Rf, lead to the necessity to
observe the stability and homogeneity of parental genotypes. Thus, for the paternal genotypes it is important to verify the
presence and the stare of Rf genes, but maintaining male sterility is verified by the level of sterility control. Utilization
of PCR-based methods with specific primers allows controlling genotype quality.

Androsterilitatea reprezintd o caracteristica larg raspandita in regnul vegetal, fiind observata la peste 150
plante [1] si constituie incapacitatea plantelor de a produce polen functional, drept rezultat al blocarii procesului
de microsporogeneza la diverse etape — premeiotica [2] sau postmeiotica [3] — ale acestuia. Sterilitatea mas-
culind la floarea-soarelui a fost descoperitd in 1929 de catre A.I. Kuptov [4].

Se cunosc mai multe tipuri de androsterilitate (AS), precum:

v' AS nucleara, determinata de genele recesive ms, care se mostenesc mendelian, si este inlantuita cu genele
antocianice [5];

v AS indusa sau modificationald, prin aplicarea exogena a diferitelor gametocide, in special a gibereli-
nelor [7], care s-a folosit la prima etapa de ameliorare a florii-soarelui la heterozis;

v" AS citoplasmatica (ASC), care la floarea-soarelui este de naturd aloplasmica, fiind obtinutd experimental
pentru prima data in Franta In rezultatul hibridizarii interspecifice Intre speciile salbatice filogenetic distantate
H.petiolaris si H.annuus [8].

Acest tip de androsterilitate, numit PET1, este utilizat pe larg in practica de ameliorare a florii-soarelui.
Datorita folosirii aproape exclusive a acestei surse de androsterilitate citoplasmaticd (ASC) pentru obtinerea de
seminte hibride, toti hibrizii din culturd sunt puternic inruditi, cel putin in ceea ce priveste citoplasma lor.
Insa, exploatarea unui singur tip de ASC pentru producerea hibrizilor duce la unificarea germoplasmei si la
reducerea bazei genetice a materialului ameliorativ, ceea ce determind pierderea unor caractere agronomice
valoroase, cresterea vulnerabilitatii fatd de conditiile variate ale mediului [9] si generalizeaza dificultati legate
de restaurarea ineficienta a androfertilitatii [10].

Astfel, a fost stabilitd influenta fotoperioadei asupra stabilitatii ASC si restaurarii androfertilitatii la porumb [11].
Influenta factorilor de mediu s-a atestat, de asemenea, asupra dezvoltarii polenului la hibrizii F;, creati in
baza diferitelor tipuri de ASC [12-15]. Cresterea gradului de sterilitate Ia liniile A (ASC) si liniile B (men-
tindtoare) odata cu marirea temperaturii (33-36°C) si a duratei zilei s-a constatat la bumbac [16].

La floarea-soarelui s-a demonstrat cé, in dependentd de sursa de ASC, plantele se caracterizeaza printr-o
norma de reactie i o stabilitate diferitd a gradului de sterilitate fatd de conditiile mediului extern [17,18].
A fost stabilitd cresterea numarului de plante sterile si un nivel al variabilitatii caracterului cercetat mai mare
la floarea-soarelui la testarea hibrizilor in semanatul de vara, comparativ cu cultura obisnuita de primavara [19],
androsterilitatea de tip lenticularis fiind mai putin stabila. Christov (1993) [20] a evaluat performantele
agronomice pentru 9 genotipuri hibride, provenite din 13 surse de ASC, printre care si PETI, si a stabilit
importanta efectelor nucleare si citoplasmatice pentru caracteristicile biologice studiate: Tnéltimea plantelor,
diametrul capului si continutul in ulei (Tab.1). Principalele concluzii confirma prevalenta efectelor nucleare
asupra celor citoplasmatice si puternicele interactii nucleu-citoplasma.
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Tabelul 1
Efectele cauzate asupra anumitor caractere, determinate de citoplasma PET1
Exemple de alte tipuri
Caracterul afectat Efectul observat de ASC cu efect similar
Cantitatea de saimanta Efecte negative ANN2, ANN4, PET2, MAX1
Indltimea plantelor Cresterea plantelor in Tndltime ANNI, ANN2, PET2
Continutul in ulei Efecte negative ANL2, PET2
. . . o n - ANL2, ANNI1, ANN4, ANOI,
Perioada de inflorire Cresterea duratei infloririi BOLI. MAXI

Efectele liniilor androsterile asupra unor caractere de importantd agronomica sunt in general reduse, uneori
determinand efecte negative.

A fost stabilitd susceptibilitatea unor tipuri de ASC la diferite specii fatd de patogeni. La Pennisetum
glaucum a fost demonstrata susceptibilitatea Tnalta a majoritatii liniilor cu ASC la atacul Claviceps fusiformis
[21], iar epifitotiile largi, provocate de Helminthosporium maydis si Phyllosticta maydis, care au adus pierderi
globale de productie agricold, reduc practic totalmente utilizarea androsterilitatii citoplasmatice de tipul
Texas (T) in crearea hibrizilor de porumb [22-24].

De aceea, una dintre problemele de baza ale amelioratorilor este diversificarea surselor de androsterilitate
citoplasmatica in crearea hibrizilor si cultivarea hibrizilor creati pe baza de diverse tipuri si surse de ASC [25,26].

Astazi la floarea-soarelui sunt cunoscute peste 60 surse de sterilitate citoplasmaticd masculind [3,27],
create in baza a cca 20 specii din flora spontana [28], care se deosebesc atat dupa mecanismul molecular de
geneza [29], cat si dupa mecanismul hibridologic de restaurare a fertilitatii polenului in F; [19]. Aceste surse
de androsterilitate citoplasmatica pot si trebuie utilizate la crearea hibrizilor inalt productivi. Insa, valorificarea
acestora necesitd cercetdri ample atat in ce priveste selectarea si identificarea liniilor restauratoare §i a me-
canismelor de restaurare a fertilitatii pentru aceste noi surse de ASC, cat si stabilitatea manifestarii sterilitatii
in dependenta de diferiti factori biotici §i abiotici, identificarea genelor mitocondriale asociate cu androsteri-
litatea citoplasmaticd, a nivelului de expresie si a gradului de sterilitate — cercetari necesare nu doar pentru
tipizarea surselor existente, ci si pentru utilizarea lor eficienta pe sectoarele de hibridare.

Material si metode

Schema de analiza a inclus céte 50 seminte ale formelor materne a trei hibrizi de perspectiva: Drofa, Valentino,
Xenia. Materialul semincier a fost oferit de ASP ,,Magroselect” SRL (or. Soroca).

ADN-ul a fost extras din plantule etiolate germinate timp de 4 zile (in termostat, 25°C) cu reactivul-kit
DNA-zol (Gibco BRL) conform protocolului propus de producitor. Calitatea si cantitatea de ADN utilizat ca
matrita in reactia PCR a fost apreciata empiric prin electroforeza in gel de agaroza de 1%.

Amplificarea PCR a avut loc cu ajutorul primerilor specifici elaborati anterior prin programul de selectie
Primer3 pentru orfH522 (5°-3") [30]:

sens GGCGCACTCTCTTTTTCTGT
antisens CTTGAATGGCAGTGGTGATG

Mediul de reactie PCR a inclus: 25-50 ng ADN; 50 pmol primeri; dNTP 200 uM; MgCl, 2,5 mM; 1X PCR
tampon, Tag-DNA polimeraza (Rusia) 1,5 U/reactie, volumul toatal — 25 pl. A fost utilizat amplificatorul
Corrbett Thermal Cycler cu urmatorul program: 2 min. la 95°C urmat de 40 cicluri: 30 sec. la 95°C, 1 min. la
59°C, 2 min. si 30 sec. la 72°C. Ampliconii au fost analizati in gel de agaroza de 1,5% cu etidium bromid
(0,4 pg/ul) in prezenta markerilor ADN (100-1000 pb) conform protocolului standard [31].

In calitate de control negativ s-au utilizat semintele formelor paterne fertile, cu gena Rf, iar controlul pozitiv
l-au asigurat semintele hibride.

Testarea s-a realizat pe ADN-ul izolat dintr-o singura plantuld, incluzand in total 50 plantule pentru fiecare
forma materna, o plantula de forma paterna in calitate de control negativ si o plantuld a genotipului hibrid de
prima generatie, pentru controlul pozitiv.
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Rezultate si discutii

Ameliorarea plantelor de culturd, asistatd de markeri moleculari, asigura eficienta si rapiditatea in reali-
zarea programelor de selectie. Rezultatele prezentate in acest articol vizeaza estimarea gradului de sterilitate
impreuna cu evaluarea calitatii biologice a semintelor la formele materne de floarea-soarelui, utilizand tehnicile
de biologie moleculara, combinate cu experimentul in camp.

Fiind asociatd cu prezenta secventei orfH522 in genomul mitocondrial, androsterilitatea citoplasmatica
poate fi evaluatd cu succes cu ajutorul tehnicii PCR in baza primerilor specifici. Acest fapt a determinat
realizarea cercetarii si implementarea determinarii ASC in baza primerilor orfH522, in acelasi rand estimarea
gradului de sterilitate pentru genotipurile de floarea-soarelui.

La prima etapa a cercetarilor, dat fiind faptul ca, pentru a fi utilizatd in programele de selectie, modalitatea
de estimare a gradului de sterilitate trebuie sa fie relativ usoara, rapida si exacta, a fost necesar de a adapta
extragerea ADN si conditiile realizarii tehnicii PCR. Pentru o estimare corecta a parametrilor se presupune
analiza individuala a unui numar de cel putin 50 de plantule. De aceea, a fost utilizat kit-ul DNA-zol, care
permite extragerea rapidd a ADN. Ulterior, a fost important de a verifica calitatea ADN extras, ceea ce a fost
realizat prin electroforeza 1n agarozd 1% (Fig.1).

In rezultatul evaludrii calitatii ADN-ului, pentru analizele ulterioare au fost selectate 42 probe ale geno-
tipului matern Xenia, 33 probe pentru Drofa si 27 pentru Valentino. Calitatea ADN este importantd, deoarece
influenteaza realizarea PCR. Probabilitatea ruperii ADN in zonele de interes nu va duce la amplificarea
fragmentului orfH522. Primerii utilizati sunt lungi; fiind specifici, acestia necesita fixare complementara cu
fragmentul intreg al ADN-ului ce prezintd interes. Acesti primeri produc un amplicon de 321 pb, care ser-
veste 1n calitate de marker al prezentei genei orfH522 in genomul mitocondrial.
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Fig.1. Electroforeza in gel de agaroza 1% a ADN total (4 pl) din trei familii de Helianthus annuus L.:
Xenia (A); Drofa (B); Valentino (C). Cu cifre sunt indicate genotipurile 9.

Dat fiind faptul ca rezultatul obtinut indica doar asupra prezentei restructurarii in genomul mitocondrial,
acesta nu permite diferentierea genotipurilor. Astfel, genotipurile hibride trebuie la fel sa se caracterizeze
prin prezenta ampliconului de 321 pb, deoarece materialul genetic citoplasmatic se transmite de la linia materna.
Observatiile au demonstrat ca toti hibrizii se caracterizeaza prin amplificarea regiunii orfH522. Genotipurile
paterne, caracterizate prin gena nucleara Rf si lipsa orfH522, s-au manifestat (asa cum s-a asteptat) prin lipsa
ampliconului.

Rezultatele amplificarii au fost estimate prin gradul de sterilitate (GS) a liniilor materne, determinat prin
urmatorul calcul:

GS = N -100,
N

unde: N — numarul de probe care au dat rezultat pozitiv; N — numarul total de probe analizate, exprimat
in % (Tab.2).
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Fig.2. Electroforeza in gel de agaroza 1,5% a ampliconilor la trei familii de Helianthus
annuus L.: Xenia (A) 9— 1-14; F1-15; 3-16; Drofa (B) 9—1-11; F,_12; 3-13;

Valentino (C) Q- 1-9; F1-10; 3—11.

Tabelul 2
Gradul de sterilitate (GS) estimat la diferite genotipuri materne
in baza primerilor pentru orfH522
Genotipul Xenia Drofa Valentino
Numarul total 42 33 27
de probe
Numarul
de probe 42 30 21
amplificate
GS 100% 91% 78%

In cazul in care considerim probele in calitate de un esantion comun, se va obtine un nivel de sterilitate
medie a genotipurilor materne — de 89,7%.

Testdrile in camp efectuate de selectionerii ASP ,,Magroselect” SRL au demonstrat un grad de sterilitate
intre 71 si 96% pentru liniile cercetate (Tab.4). Toate liniile au manifestat un grad de sterilitate mai 1nalt,
fiind determinat de conditiile de laborator. Aceasta poate fi explicat prin faptul ca printre semintele acestor
linii au existat impuritati, precum plante netipice, care nu sunt caracteristice genotipului dat. Aceastd pre-
supunere este sustinutd si de valoarea puritatii genetice a liniilor studiate. In cAmp liniile respective s-au
caracterizat prin 80-94% de puritate genetica. Cercetarile anterioare asupra estimarii puritatii genetice a
liniilor 1n baza heliantininei au demonstrat valori net mai inalte — intre 96 si 100% (date nepublicate).

Tabelul 3
Puritatea genetica (GS) si de sterilitate (GS) estimata la diferite genotipuri materne
in urma testarii in camp

Genotipul | Plante sterile tipice | Plante fertile tipice | Plante netipice PG, % GS, %
4l 2 2 95.6 954
Xenia 5_8 ? ? 92_,4 95_,1
94,0 95,5
66 8 5 93,7 83,5
64 3 7 90.6 86.5
Drofa 60 2 8 88,6 85,7
91,0 85,2
66 3 24 74,2 71
Valentino 65 7 21 77,4 69,9
75 15 12 88,2 73,5
79,9 71,5
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Desi analiza 1n baza parametrilor morfologici sau biochimici, precum spectrul heliantininei, nu determina
direct gradul de sterilitate, aceasta este o caracteristicd importanta a liniilor studiate. Totodata, trebuie de luat
in consideratie faptul ca in urma testarilor din cAmp se analizeaza toate plantele semanate n baza parametrilor
lor morfologici. Aceasta poate determina atribuirea anumitor plante la nespecifice, fiind excluse din analiza.
Testele de laborator se efectueaza asupra semintelor, care se afld la pastrare, astfel nefiind supuse actiunii
mediului inconjurator.

Dependenta manifestdrii androsterilitatii citoplasmatice de influenta factorilor mediului inconjurator a
denaturat corespunderea datelor obtinute In camp si in laborator. Astfel, estimarea corectd a gradului de steri-
litate si utilizarea lui In programele de selectie este strict legatd de cunoasterea actiunii conditiilor mediului
extern si, in special, a mecanismului de manifestare ASC.

Lipsa amplificarilor specifice ale anumitor probe este determinata, probabil, de problema tehnica, deoarece
unele probe prezinta si amplificari nespecifice (Fig.2, A 3-5-6-8-14; C 5-6). Totodata, este necesara cercetarea
mai largd a genotipurilor hibride pentru a verifica prezenta genei pentru ASC in plasmonul lor.

Totusi, utilizarea tehnicii PCR in baza primerilor specifici prezintd mai multe avantaje fatd de aplicarea
celor nespecifici. Tehnica RAPD implementata pentru testarea genotipurilor parentale, in general [32], si a
celor feminine ASC, in special, este bazatd pe un set de primeri [33], iar rezultatele poseda reproductibilitate
joasa [34]. Astfel, primerii specifici pot fi utilizati cu succes la stabilirea prezentei androsterilitétii citoplas-
matice la liniile de floarea-soarelui. Reusita implementarii unor astfel de mecanisme de control in progra-
mele de selectie asigurd utilizarea cu succes a plantelor cu ASC, fiind un mijloc relativ ieftin de obtinere a
hibrizilor inalt productivi cu puritate inalta.
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