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UNELE PARTICULRITATI DE INTERACTIUNE
NUCLEU — CITOPLASMA iN CADRUL SISTEMELOR ASC-Rf

Andrei MIDONI
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This work focused on a complex study of various modalities of nucleo — cytoplasmic interaction through the prism
of CMS-Rf systems of plants. Therewith we tried to understand different way of suppression of cytoplasmaticale male
sterility phenotype.

Abordarea analiticd, prin integrarea informatiilor obtinute la diferite niveluri de organizare, pune in evidenta
fenotipul ca rezultat al expresiei spatial-temporale a genelor nucleare si citoplasmatice reglate prin numeroase
conexiuni de semnalizare. Studiile consacrate elucidarii fenomenelor intergenomice in realizarea programelor
morfogenetice la plante au vizat diverse interactiuni ale plasmo-cariogenelor:

e nucleu — plastide [4, 19, 42];

e nucleu — mitocondrii [11 , 27, 29];

e plastide — mitocondrii [34, 40];

e nucleu — plastide — mitocondrii [17, 44].

Un model excelent in elucidarea interactiunii mitocondrie — nucleu reprezinta restaurarea fertilitatii feno-
tipului la hibrizii obtinuti Tn baza de androsterilitate citoplasmatica, adica sistemul ASC—Rf (androsterilitate
citoplasmatica si restaurarea fertilitatii polenului). Relevanta cercetarii acestui sistem este determinata atat de
utilizarea practicd a vigorii hibride, cat si de aspectul fundamental al problemei privind mecanismele geneti-
co—moleculare.

Evaluarea cercetarilor asupra mecanismelor moleculare ale sistemului 4SC—Rf a cunoscut un salt conside-
rabil, incepand cu primele ipoteze expuse 1n anii 70" ai secolului trecut de catre N.V. Turbin si A.N. Palilova
[45]. Conform acestor autori, adrosterilitatea citoplasmatica are la baza mecanisme complexe la nivel biochi-
mic si morfogenetic si cd acest fenomen reprezintd o dovada elocventd a interactiunii genelor citoplasmatice
si nucleare. Se considera ca ASC este rezultatul unor mutatii care afecteazi comunicarea intracelulari. in cazul
mutatiei mitocondriale, sterilitatea masculina se transmite doar pe linie maternd. Primele rezultate citogenetice
si biochimice au determinat aparitia modelului teoretic al mecanismului de interactiune a genelor nucleare
si cele citoplasmatice la plantele cu androsterilitate si cu fertilitatea restaurata. Ideea acestui model consta in
faptul cd mutatiile mitocondriale afecteaza expresia unor gene, fapt ce determina expresarea unor proteine
represoare implicate in sinteza si activitatea componentelor proteice care asigura o functionare normald a
organismului. Restaurarea fertilitatii polenului este determinata de prezenta genelor nucleare Rf in stare domi-
nantd, care ar indeplini un rol de efector prin controlul sintezei proteinei—represor, inlaturand astfel deficientele
energetice cauzate de mutatiile mitocondriale [43].

Modelul general de interactiune ASC—RYf, expus de A.N. Palilova, a fost analizat ulterior la diverse specii
de plante prin metode molecular genetice care au permis identificarea a mai multor gene implicate in aparitia
androsterilitatii si restaurdrii fertilitatii. Prin sinteza acestor informatii, avantajata de bazele de date genomice
si tehnicile bioinformationale, ne-am propus sa elucidam unele particularitati de interactiune dintre nucleu si
mitocondrii la diferite sisteme ASC—Rf.

Material si metode

Asigurand unele investigatii integrale ale sistemelor vii, atat prin analize in silico, cat si prin proiectarea
experientelor in baza informatiei sistematizate in bancile de date genomice, tehnologiile bioinformationale
devin instrumente utile in diverse proiecte de cercetare.

In prezenta lucrare a fost analizata informatia privind produsii de expresie a genelor implicate in manifes-
trea fenomenului de androsterilitate si restaurare a fertilitatii la diferite specii de plante stocata in baza de date
NCBI [47], iar programele computerizate i paginile Web: Protein Workbench 5.0.1. [46], PFAM [48], Clus-
talW2 [49], PhyloDraw Ver. 0.8 [28] au fost aplicate in evaluarea unor proprietati specifice ale proteinelor cu
evidentierea tipurilor de domene proteice ale acestora.

Rezultate si discutii

Efectele induse de genele ASC se manifestd in decursul perioadei reproductive prin afectiuni la nivel gene-
tic, fiziologo-biochimic si fenotipic, cum ar fi:

e modificari cantitative ale unor metaboliti esentiali in dezvoltarea polenului [15,16];

e afectiuni la nivelul promotorilor specifici anterei, ce au drept tintd distrugerea tesutului tapetal
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[13,20,24,31,32] sau a altui tesut In timpul maturarii [30,12,25], astfel incat este oprita dezvoltarea ulterioara
a polenului;

e codificarea unor proteine cu efect toxic [14,36];

e cfecte ale apoptozei celulare [2,32,41].

Rezultatele investigatiilor efectuate au permis sa identificim doudzeci si patru de proteine specifice geno-
tipurilor androsterile din cadrul a treisprezece specii de plante. Acestea s-au remarcat prin dimensiuni relativ
mici care se includ in intervalul de valori de la 67 aminoacizi pana la 224, cu exceptia polipeptidei ASC de la
Petunia axillaris de 402 aminoacizi.

Patrusprezece proteine cu dimensiune ce variaza intre 506 si 794 aminoacizi sunt implicate in restaurarea
fertilitatii la sapte specii de plante. Din acest grup, cinci proteine reprezintd aldehiddehidrogenaze (ALDH):
produsul de expresie a genei 72 si rf2b de la Zea mays ASC-T, ALDH2a de la Oryza sativa japonica group;
ALDH de la Nicotiana tabacum si ALDH de la Arabidopsis thaliana.

Dintre toate proteinele analizate la una si aceeasi specie cunoasterea secventelor proteice atit pentru genele
ASC, cat si pentru restauratorii lor de fertilitate a fost observata doar la Petuniiia spp., Brassica napus, Oryza sati-
va si Raphanus sativus, pentru care au si fost analizate domeniile proteice. De asemenea, 1n studiu au fost incluse
si unele secvente proteice ORF77 si ORF355 asociate cu ASC la porumbul cu citoplasma de tip S in tentativa de
a stabili caile de interactiune ipotetice 1n lipsa unei informatii complete stocate in baza de date (Tab.1).

Talelul 1
Proteinele sistemului ASC-Rf

. Proteina ASC si numirul de . . <
Specia acces [NCBI] Proteina Rf si numarul de acces [NCBI]
Petunia s proteind ASC 402 a.a. produsul de expresie a genei: Rf~PPR591
elunid spp- (A.A.A96602) (A.A.M52340) si RF-PPR592 (A.A.M52339)
Brassica napus ORF 222 (A.A.B41354) produsul de expresie a genei: Rfo (ACJ70132)
. produsul de expresie a genelor: Rfla, Rf1b si Rflc
Oryza sativa ORF79 (BA.A.18902) (ABC42330. ABC42331 si BADI3711)
Raphanus sativus ORF'125 (BAB21870) produsul de expresie a genei: orf687 (CAD61285)
ORF77(A.AN38288) si B
Zeamays ASC-S | pp3ss (A AN38287)

Androsterilitatea citoplasmatica la plantele de Petunia spp. este asociata cu aparitia unui nou cadru de citire - pcf,
care este cotranscris cu doud gene mitocondriale: nad3 (NADH dehidrogenaza subunitatea 3) si rpsi2 (subu-
nitatea micd a unei proteine ribozomale S12), afectand exspresia acestora (Fig.1) [15]. La plantele fertile nad3
si rps12 se transcriu impreuna cu o gena mitocondriald orf7142, al carei rol nu este cunoscut.

Se cunoaste ca prezenta locusului restaurator Rf~PPR592 afecteazd abundenta transcriptului pcf/nad3/
rpsi2. La formele restaurate a fost observata o deletie la capatul 5° cu 121 de nucleotide inaintea codonului
start al genei pcf. Prin urmare, continutul proteinei de 25 kDa asociate cu androsterilitatea citoplasmatica este
redus substantial [15].

Mecanismul aparitiei androsterilitatii citoplasmatice, precum si fenomenul de restaurare a androfertilitatii
nu este inca pe deplin elucidat.

pef (orfl43) nad3  rpsl2
S-peflocus :
yatpA orfl43 nad3 rpsi2
F-orfl43/nad3/rps12 locus

Fig.1. Diferente ale genomului mitocondrial la plantele sterile si fertile de petunie [15].

Studiul bioinformatic al secventei proteice PCF a pus in evidenta un domen proteic (P.D.), numit ,,retroviral
aspartil proteaza”. Aceastd constatare, in conformitate cu datele din literatura [7,15], sustine ideea, conform
careia gena pcf codificd o proteaza de genul ,,retroviral aspartil proteaza”, care ar putea fi implicatad in destabi-
lizarea produsilor de expresie a genelor nad3 si rpsi?2.

Investigarea domenelor proteice ale genei restauratoare de fertilitate Rf~PPR592 indica asupra codificarii
unor proteine ,,chaperonin family” (Fig.2).
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Fig.2. Domenii existente 1n cadrul proteinei PPR 592 (NCBI — numarul de acces: A.A.M52339):
Cpn60 TCP1- chaperonin family (CLC Protein Workbench 5.0).

Proteinele din acest grup indeplinesc mai multe functii, de exemplu: participa in desfasurarea ,,foldingului
proteic” [10,35]; sunt implicate n organizarea moleculara a proteinelor si a concentratiei acestora in citosol,
faciliteaza transportul prin membrane etc. A fost constatat ca acest tip de proteine sunt sintetizate ca reactie de
raspuns la diferiti facxtori de stres [9]. Probabil, unul dintre efectele produsului de expresie a genelor Rf ar fi
asociat cu destabilizarea functionala sau cantitativa a protenei ASC.

Un alt tip de interactiune nucleu — citoplasma a fost identificat la Brassica napus. Se cunoaste ca la plantele
de Brassica androsterilitatea citoplasmatica este corelatd cu aparitia a doud cadre de citire noi: orf222 situat in
amonte de gena nad5c si orfl139 — in avalul acestei gene [14]. Investigarea bioinformationala a acestor gene
nu a pus in evidenti existenta unui domen proteic. In 1999, M.Bellaoui si col. au identificat ARN-ul mesager al
genei orf139 in extractul de antere [3], spre deosebire de proteina ORF139, care nu a fost depistata la nivelul
butonilor florali. Acest lucru ar putea demonstra ca gena restauratoare Rfnn actioneaza posttranscriptional. Li
X.Q. si col. au constatat ca produsul genei resaturatoare este asociat cu micsorarea continutului transcriptului
ASC orf222/nad5c/orf139 si stimuleaza procesingul unui alt locus mitochondrial — nad4 [5,21]. Astfel, autorii
ajung la concluzia ca activitatea genei Rf# se realizeaza printr-o serie de procese cantitative si calitative.

Studiul computerizat al proteinei Rf a demonstrat existenta unui domen: ,,RNA recognition motif” (Fig.3).

RRM_1
20 40

1 1
MLARVCRFESSSSVFAARLFCTRSIRHTLAKKSSGHAGGFGGERLKLOSGFHE | KGL

RRM_1
LT 00

I 1
DDAl DLFGYMVRSERPLFPCV IDFCHELLGYVVVRMERPDVV I ISLHREKMEMRERI FCNIYSF

Fig.3. Domenii existente in cadrul produsului de expresie a genei Rfn [NCBI — numarul de acces: ACJ70132]:
RRM_ 1- RNA recognition motif [CLC Protein Workbench 5.0].

Probabil, acest domen proteic este implicat In recunoasterea ARN-ului genelor mitocondriale asociate cu
ASC, determindnd actiunea reglatoare diferentiata prin stimularea expresiei nad4 si supresia orf139.

La Raphanus sativus androsterilitatea citoplasmatica este asociatd cu aparitia unui cadru de citire nou la
nivelul genomului mitocondrial: orf125, care este situat Intre secventele trnfM si atp8 [14]. Studiul computeri-
zat al proteinei ORF'125 nu a relevat existenta vreo unui domen proteic. N.Koizuka (2003) [18] si K. Yasumoto
(2008) [39] confirma ca gena restauratoare orf687 codifica o proteina cu 16 repetari a cate 35 de a.a. ce poarta
un motiv numit ,,pentatricopeptid” si are drept tintd mitocondria. Nici In cazul proteinei restauratoare de ferti-
litate ORF687 programul nu a gast domene proteice. Din acesta cauza s-a hotarat de a analiza gradul de simi-
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laritate dintre aceasta proteina si alte proteine restauratoare de fertilitate de la alte specii. Rezultatele au aratat
o asemanare mare intre produsii de expresie a genlor Rf de la Raphanus sativus $i Brassica napus (Fig.4).

10
7
8
11

Fig.4. Dendrograma produsilor de expresie a genelor Rf: 1— Rf2a si 2 — Rf2b (Zea mays); 3 — PPR591 si 4 — PPR592
(Petunia x hybrida); 5 — Rf (Brassica napus); 6 — ALDH 2a, 7 — Rf1, 8 — Rfla, 9 — Rf1b, 10 — Rfic
si 11— Rf4 (Oryza sativa); 12— Rf (Raphanus sativus); 13 — ALDH (Nicotiana tabacum);
14 — ALDH (Arabidopsis thaliana) [49].

Intrucat studiul computerizat al proteinei Rfin a demonstrat existenta unui domen: ,,RNA recognition motif”
si analiza clusteriand indicd o asemanare mare dintre aceasta si produsul de expresie a genei orf687, putem
presupune ca in cadrul sistemului dat exista acelasi mecanism restaurator ca si la Brassica napus.

Analiza sistemului ASC—Rf la Oryza sativa a relevat faptul ca la plantele androsterile apare un cadru
de citire nou: orf 79 situat inaintea genei atp6 [14], iar transcriptul atp6 nu este editat eficient si este
translat intr-un polipeptid alterat [16]. O cantitate mare a acestuia are efect toxic si cauzeazad aparitia
ASC prin competitie cu proteina normala ATP6. Dupé Z.Wang si col. (2006) [36], genele Rf,a s1 Rf,b au
fost identificate in cadrul locusului restaurator Rf, si reprezinta componentele unui cluster de gene cu
motive ,,pentatricopeptidice”. In cazul dat, ambele proteine — RF1A si RF1B — au actiune mitocondriala
si produc deletii la nivelul ARN-ului mitocondrial (RF1A) sau degradeaza (RFIB) transcriptul atp6—
orf79. Totodata, a mai fost observat si faptul ca produsul de expresie a genei Rf,a mai are un rol aditional
in expresarea genei mitocondriale afp6 independent de prima functie [36]. A fost depistat un domeniu
proteic la produsul de expresie a genei Rf,c asemanator cu ,,atp sinthase”. Astfel, se poate presupune ca
expresia genelor restauratoare de fertilitate creste suficient de mult cantitatea de proteina normala fata de
polipeptidul alterat al locusului ASC si destabilizeaza expresia genei ASC, ceea ce determina restraurarea
androfertilitatii citolasmatice.

O alta modalitate de restaurare a fertilitatii citoplasmatice a fost constatatd la Zea mays cu citoplasma de tip T.
Fenomenul de androsterilitate este datorat proteinei mitocondriale URF'13, a carei gend mitocondriala este
situata intre locusul atp6 si atp4. Proteina URF 13 este prezenta in toate tesuturile vegetative [14], dar afectate
sunt doar florile mascule. La momentul de fata, in baza de date nu existd secventa proteinei ASC, ceea ce face
imposibild determinarea vreunui D.P. la nivelul acestui polipeptid. Datele din literaturd demonstreaza ca in-
capacitatea mitocondriei de a furniza energie destula in prezenta genelor androsterile determind intensificarea
glicolizei generand cantitdti insemnate de acid piruvic, care ulterior, prin fermentatie alcoolica, se transforma
in acetaldehida, acumulandu-se in cantitdti toxice pentru plante [23].

In cadrul acestui sistem gena Rf, (ce expreseaza o aldehiddehidrogenaza) este un ,,restaurator ne-
obignuit”, care mai curdnd compenseaza defectele metabolice cauzate de proteina toxicd URF13 si
actioneaza conjugat cu gena Rf, [41]. La Zea mays aldehiddehidrogenazele sunt de doua tipuri: RF,4
si RF B. Primul tip poate oxida aldehide cu lantul mai mare de 10 atomi de carbon, inclusiv cele
aromatice, iar al doilea, identificat in cantitdti mari in antere, oxideaza aldehide cu lant mai scurt de
10 atomi de carbon. Ambele proteine tintesc mitocondria i sunt produsii de expresie a genelor rf,a si
rf,b cu masele moleculare de 214 i, respestiv, 200 kDa. Proteinele RF,4 si RF B sunt homotetramere,
ale caror subunitati au 54,2 si 54 kD [22].

La Zea mays cu citoplasma de tip S expresia proteinelor ORF77 si ORF355 [38] la nivelul butonilor florali
induce androsterilitatea [37], care este corelatd cu apoptoza. Printre efectele asociate cu apoptoza in cadrul
acestui sistem a fost observata degradarea 4ADN-ului nuclear si elimiarea citocromului ¢ din mitocondrie in
citosol [41].

Cu ajutorul studiului bioinformational, noi am indentificat mai multe domenii in cadrul proteinei
ORF355 raspunzatoare de ASC. Primul prezinta un grad inalt de similaritate cu ,,Cytocrom_B_C”, iar al
doilea domeniu, numit ,,Major Facilitator Superfamily”, reprezintd un polipeptid membranar cu rol de a
transpora cantitati mici de solventi diferiti, ca urmare a modificarilor chimiosmotice (Fig.5). Astfel, in
comformitate cu datele din literatura [41] si bazandu-ne pe studiul efectuat, putem presupune ca proteina,
ORF355 care reprezintd un polipeptid membranar, ar putea sd indeplineasca rolul unei pompe alterate.
Numarul mare al acestora ar putea distruge integritatea mitocondriald si ar media declangarea proceselor
apotozice.
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Fig.5. Domenii existente in cadrul proteinei ORF 355 [NCBI — numarul de acces: A.A.N38287]:
MEFS 1- Major Facilitator Superfamily [CLC Protein Workbench 5.0].

La randul sdu, gena restauratoare de fertilitate Rf, activeaza expresia unor largi serii de gene antiapoptozice
[41]: VDAC2 (voltage—dependent anion channel protein), care la organismele animale poate inhiba desfa-
surarea apoptozei [6], BI-1 (Bax—inhibitor), cystatin II si AdoMetDC (adenosylmethionine decarboxylase),
care este cheia esentialad in sinteza poliaminei ce joaca un rol important in diviziunea celulara si in efectul de
antisenescenta [41].

Concluzii

1. Analizdnd modelul de sistem ASC—Rfpropus de A.N. Palilova in 1986, putem preciza faptul ca mecanis-
mul androsterilitatii citoplasmatice si al restaurarii androfertilitatii polenului prezinté o serie de particularitati
proprii fiecarei specii de plante in parte.

2. Inurma acestui studiu au fost puse in evidenta trei modalitati diferite de manifestare a ASC: destabiliza-
rea expresiei altor gene mitocondriale; sinteza unei proteine toxice si eliminarea citocromului ¢ din mitocon-
drie in citosol.
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