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UNELE PARTICULRITĂŢI DE INTERACŢIUNE

NUCLEU – CITOPLASMĂ ÎN CADRUL SISTEMELOR ASC–Rf 

Andrei MIDONI
Catedra Biologie Vegetală

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 analitică, prin integrarea informaţiilor obţinute la diferite niveluri de organizare, pune în evidenţă 
fenotipul ca rezultat al expresiei spaţial-temporale a genelor nucleare şi citoplasmatice reglate prin numeroase 
conexiuni de semnalizare. Studiile consacrate elucidării fenomenelor intergenomice în realizarea programelor 
morfogenetice la plante au vizat diverse interacţiuni ale plasmo-cariogenelor:

 nucleu – plastide [4, 19, 42];
 nucleu – mitocondrii [11 , 27, 29];
 plastide – mitocondrii [34, 40];
 nucleu – plastide – mitocondrii [17, 44]. 
Un model excelent în elucidarea interacţiunii mitocondrie – nucleu reprezintă restaurarea fertilităţii feno-

tipului la hibrizii obţinuţi în bază de androsterilitate citoplasmatică, adică sistemul ASC–Rf (androsterilitate 
citoplasmatică şi restaurarea fertilităţii polenului). Relevanţa cercetării acestui sistem este determinată atât de 
utilizarea practică a vigorii hibride, cât şi de aspectul fundamental al problemei privind mecanismele geneti-
co–moleculare. 

Evaluarea cercetărilor asupra mecanismelor moleculare ale sistemului ASC–Rf a cunoscut un salt conside-
rabil, începând cu primele ipoteze expuse în anii 70` ai secolului trecut de către N.V. Turbin şi A.N. Palilova 
[45]. Conform acestor autori, adrosterilitatea citoplasmatică are la bază mecanisme complexe la nivel biochi-
mic şi morfogenetic şi că acest fenomen reprezintă o dovadă elocventă a interacţiunii genelor citoplasmatice 
şi nucleare. Se considera că ASC este rezultatul unor mutaţii care afectează comunicarea intracelulară. În cazul 
mutaţiei mitocondriale, sterilitatea masculină se transmite doar pe linie maternă. Primele rezultate citogenetice 
şi biochimice au determinat apariţia modelului teoretic al mecanismului de interacţiune a genelor nucleare 
şi cele citoplasmatice la plantele cu androsterilitate şi cu fertilitatea restaurată. Ideea acestui model constă în 
faptul că mutaţiile mitocondriale afectează expresia unor gene, fapt ce determină expresarea unor proteine 
represoare implicate în sinteza şi activitatea componentelor proteice care asigură o funcţionare normală a 
organismului. Restaurarea fertilităţii polenului este determinată de prezenţa genelor nucleare Rf în stare domi-
nantă, care ar îndeplini un rol de efector prin controlul sintezei proteinei–represor, înlăturând astfel defi cienţele 
energetice cauzate de mutaţiile mitocondriale [43]. 

Modelul general de interacţiune ASC–Rf, expus de A.N. Palilova, a fost analizat ulterior la diverse specii 
de plante prin metode molecular genetice care au permis identifi carea a mai multor gene implicate în apariţia 
androsterilităţii şi restaurării fertilităţii. Prin sinteza acestor informaţii, avantajată de bazele de date genomice 
şi tehnicile bioinformaţionale, ne-am propus să elucidăm unele particularităţi de interacţiune dintre nucleu şi 
mitocondrii la diferite sisteme ASC–Rf. 

Material şi metode
Asigurând unele investigaţii integrale ale sistemelor vii, atât prin analize in silico, cât şi prin proiectarea 

experienţelor în baza informaţiei sistematizate în băncile de date genomice, tehnologiile bioinformaţionale 
devin instrumente utile în diverse proiecte de cercetare. 

În prezenta lucrare a fost analizată informaţia privind produşii de expresie a genelor implicate în manifes-
trea fenomenului de androsterilitate şi restaurare a fertilităţii la diferite specii de plante stocată în baza de date 
NCBI [47], iar programele computerizate şi paginile Web: Protein Workbench 5.0.1. [46], PFAM [48], Clus-
talW2 [49], PhyloDraw Ver. 0.8 [28] au fost aplicate în evaluarea unor proprietăţi specifi ce ale proteinelor cu 
evidenţierea tipurilor de domene proteice ale acestora. 

Rezultate şi discuţii
Efectele induse de genele ASC se manifestă în decursul perioadei reproductive prin afecţiuni la nivel gene-

tic, fi ziologo-biochimic şi fenotipic, cum ar fi :
modifi cări cantitative ale unor metaboliţi esenţiali în dezvoltarea polenului [15,16]; 
 afecţiuni la nivelul promotorilor specifi ci anterei, ce au drept ţintă distrugerea ţesutului tapetal 
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[13,20,24,31,32] sau a altui ţesut în timpul maturării [30,12,25], astfel încât este oprită dezvoltarea ulterioară 
a polenului;

 codifi carea unor proteine cu efect toxic [14,36]; 
 efecte ale apoptozei celulare [2,32,41].
Rezultatele investigaţiilor efectuate au permis să identifi căm douăzeci şi patru de proteine specifi ce geno-

tipurilor androsterile din cadrul a treisprezece specii de plante. Acestea s-au remarcat prin dimensiuni relativ 
mici care se includ în intervalul de valori de la 67 aminoacizi până la 224, cu excepţia polipeptidei ASC de la 
Petunia axillaris de 402 aminoacizi. 

Patrusprezece proteine cu dimensiune ce variază între 506 şi 794 aminoacizi sunt implicate în restaurarea 
fertilităţii la şapte specii de plante. Din acest grup, cinci proteine reprezintă aldehiddehidrogenaze (ALDH): 
produsul de expresie a genei rf2 şi rf2b de la Zea mays ASC–T; ALDH2a de la Oryza sativa japonica group; 
ALDH de la Nicotiana tabacum şi ALDH de la Arabidopsis thaliana.

Dintre toate proteinele analizate la una şi aceeaşi specie cunoaşterea secvenţelor proteice atât pentru genele 
ASC, cât şi pentru restauratorii lor de fertilitate a fost observată doar la Petuniiia spp., Brassica napus, Oryza sati-
va şi Raphanus sativus, pentru care au şi fost analizate domeniile proteice. De asemenea, în studiu au fost incluse 
şi unele secvenţe proteice ORF77 şi ORF355 asociate cu ASC la porumbul cu citoplasma de tip S în tentativa de 
a stabili căile de interacţiune ipotetice în lipsa unei informaţii complete stocate în baza de date (Tab.1).

Talelul 1 
Proteinele sistemului ASC–Rf

Specia Proteina ASC şi numărul de 
acces [NCBI] Proteina Rf şi numărul de acces [NCBI]

Petunia spp. proteină ASC 402 a.a. 
(A.A.A96602)

produsul de expresie a genei: Rf–PPR591 
(A.A.M52340) şi Rf–PPR592 (A.A.M52339)

Brassica napus ORF 222 (A.A.B41354) produsul de expresie a genei: Rfo (ACJ70132)

Oryza sativa ORF79 (BA.A.18902) produsul de expresie a genelor: Rf1a, Rf1b şi Rf1c 
(ABC42330, ABC42331 şi BAD13711)

Raphanus sativus ORF125 (BAB21870) produsul de expresie a genei: orf687 (CAD61285)

Zea mays ASC–S ORF77(A.A.N38288) şi 
ORF355 (A.A.N38287) –

Androsterilitatea citoplasmatică la plantele de Petunia spp. este asociată cu apariţia unui nou cadru de citire - pcf, 
care este cotranscris cu două gene mitocondriale: nad3 (NADH dehidrogenază subunitatea 3) şi rps12 (subu-
nitatea mică a unei proteine ribozomale S12), afectând exspresia acestora (Fig.1) [15]. La plantele fertile nad3 
şi rps12 se transcriu împreună cu o genă mitocondrială orf142, al cărei rol nu este cunoscut.

Se cunoaşte că prezenţa locusului restaurator Rf–PPR592 afectează abundenţa transcriptului pcf/nad3/
rps12. La formele restaurate a fost observată o deleţie la capătul 5` cu 121 de nucleotide înaintea codonului 
start al genei pcf. Prin urmare, conţinutul proteinei de 25 kDa asociate cu androsterilitatea citoplasmatică este 
redus substanţial [15]. 

Mecanismul apariţiei androsterilităţii citoplasmatice, precum şi fenomenul de restaurare a androfertilităţii 
nu este încă pe deplin elucidat.

Fig.1. Diferenţe ale genomului mitocondrial la plantele sterile şi fertile de petunie [15].

Studiul bioinformatic al secvenţei proteice PCF a pus în evidenţă un domen proteic (P.D.), numit „retroviral 
aspartil proteaza”. Această constatare, în conformitate cu datele din literatură [7,15], susţine ideea, conform 
căreia gena pcf codifi că o protează de genul „retroviral aspartil proteaza”, care ar putea fi  implicată în destabi-
lizarea produşilor de expresie a genelor nad3 şi rps12. 

Investigarea domenelor proteice ale genei restauratoare de fertilitate Rf-PPR592 indică asupra codifi cării 
unor proteine „chaperonin family” (Fig.2).
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Fig.2. Domenii existente în cadrul proteinei PPR 592 (NCBI – numărul de acces: A.A.M52339):
Cpn60_TCP1– chaperonin family (CLC Protein Workbench 5.0).

Proteinele din acest grup indeplinesc mai multe funcţii, de exemplu: participă în deşfăşurarea „foldingului 
proteic” [10,35]; sunt implicate în organizarea moleculară a proteinelor şi a concentraţiei acestora în citosol, 
facilitează transportul prin membrane etc. A fost constatat că acest tip de proteine sunt sintetizate ca reacţie de 
raspuns la diferiţi facxtori de stres [9]. Probabil, unul dintre efectele produsului de expresie a genelor Rf ar fi  
asociat cu destabilizarea funcţională sau cantitativă a protenei ASC.

Un alt tip de interacţiune nucleu – citoplasmă a fost identifi cat la Brassica napus. Se cunoaşte că la plantele 
de Brassica androsterilitatea citoplasmatică este corelată cu apariţia a două cadre de citire noi: orf222 situat în 
amonte de gena nad5c şi orf139 − în avalul acestei gene [14]. Investigarea bioinformaţională a acestor gene 
nu a pus în evidenţă existenţa unui domen proteic. În 1999, M.Bellaoui şi col. au identifi cat ARN-ul mesager al 
genei orf139 în extractul de antere [3], spre deosebire de proteina ORF139, care nu a fost depistată la nivelul 
butonilor fl orali. Acest lucru ar putea demonstra că gena restauratoare Rfn acţionează posttranscripţional. Li 
X.Q. şi col. au constatat că produsul genei resaturatoare este asociat cu micşorarea conţinutului transcriptului 
ASC orf222/nad5c/orf139 şi stimulează procesingul unui alt locus mitochondrial – nad4 [5,21]. Astfel, autorii 
ajung la concluzia că activitatea genei Rfn se realizează printr-o serie de procese cantitative şi calitative.

Studiul computerizat al proteinei Rfn a demonstrat existenţa unui domen: „RNA recognition motif” (Fig.3). 

Fig.3. Domenii existente în cadrul produsului de expresie a genei Rfn [NCBI – numărul de acces: ACJ70132]: 
RRM_1– RNA recognition motif [CLC Protein Workbench 5.0].

Probabil, acest domen proteic este implicat în recunoaşterea ARN-ului genelor mitocondriale asociate cu 
ASC, determinănd acţiunea reglatoare diferenţiată prin stimularea expresiei nad4 şi supresia orf139.

La Raphanus sativus androsterilitatea citoplasmatică este asociată cu apariţia unui cadru de citire nou la 
nivelul genomului mitocondrial: orf125, care este situat între secvenţele trnfM şi atp8 [14]. Studiul computeri-
zat al proteinei ORF125 nu a relevat existenţa vreo unui domen proteic. N.Koizuka (2003) [18] şi K.Yasumoto 
(2008) [39] confi rmă că gena restauratoare orf687 codifi că o proteină cu 16 repetări a câte 35 de a.a. ce poartă 
un motiv numit „pentatricopeptid” şi are drept ţintă mitocondria. Nici în cazul proteinei restauratoare de ferti-
litate ORF687 programul nu a găst domene proteice. Din acestă cauză s-a hotărât de a analiza gradul de simi-
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laritate dintre această proteină şi alte proteine restauratoare de fertilitate de la alte specii. Rezultatele au arătat 
o asemănare mare între produşii de expresie a genlor Rf de la Raphanus sativus şi Brassica napus (Fig.4). 

Fig.4. Dendrograma produşilor de expresie a genelor Rf: 1– Rf2a şi 2 – Rf2b (Zea mays); 3 – PPR591 şi 4 – PPR592 
(Petunia x hybrida); 5 – Rf (Brassica napus); 6 – ALDH 2a, 7 – Rf1, 8 – Rf1a, 9 – Rf1b, 10 – Rf1c

şi 11– Rf4 (Oryza sativa); 12– Rf (Raphanus sativus); 13 – ALDH (Nicotiana tabacum);
14 – ALDH (Arabidopsis thaliana) [49].

Întrucât studiul computerizat al proteinei Rfn a demonstrat existenţa unui domen: „RNA recognition motif” 
şi analiza clusteriană indică o asemănare mare dintre aceasta şi produsul de expresie a genei orf687, putem 
presupune că în cadrul sistemului dat există acelaşi mecanism restaurator ca şi la Brassica napus. 

Analiza sistemului ASC–Rf la Oryza sativa a relevat faptul că la plantele androsterile apare un cadru 
de citire nou: orf 79 situat înaintea genei atp6 [14], iar transcriptul atp6 nu este editat efi cient şi este 
translat într-un polipeptid alterat [16]. O cantitate mare a acestuia are efect toxic şi cauzează apariţia 
ASC prin competiţie cu proteina normală ATP6. După Z.Wang şi col. (2006) [36], genele Rf1a şi Rf1b au 
fost identifi cate în cadrul locusului restaurator Rf1 şi reprezintă componentele unui cluster de gene cu 
motive „pentatricopeptidice”. În cazul dat, ambele proteine – RF1A şi RF1B − au acţiune mitocondrială 
şi produc deleţii la nivelul ARN-ului mitocondrial (RF1A) sau degradează (RF1B) transcriptul atp6–
orf79. Totodată, a mai fost observat şi faptul că produsul de expresie a genei Rf1a mai are un rol adiţional 
în expresarea genei mitocondriale atp6 independent de prima funcţie [36]. A fost depistat un domeniu 
proteic la produsul de expresie a genei Rf1c asemănător cu „atp sinthase”. Astfel, se poate presupune că 
expresia genelor restauratoare de fertilitate creşte sufi cient de mult cantitatea de proteină normală faţă de 
polipeptidul alterat al locusului ASC şi destabilizează expresia genei ASC, ceea ce determină restraurarea 
androfertilităţii citolasmatice. 

O altă modalitate de restaurare a fertilităţii citoplasmatice a fost constatată la Zea mays cu citoplasma de tip T. 
Fenomenul de androsterilitate este datorat proteinei mitocondriale URF13, a cărei genă mitocondrială este 
situată între locusul atp6 şi atp4. Proteina URF13 este prezentă în toate ţesuturile vegetative [14], dar afectate 
sunt doar fl orile mascule. La momentul de faţă, în baza de date nu există secvenţa proteinei ASC, ceea ce face 
imposibilă determinarea vreunui D.P. la nivelul acestui polipeptid. Datele din literatură demonstrează că in-
capacitatea mitocondriei de a furniza energie destulă în prezenţa genelor androsterile determină intensifi carea 
glicolizei, generând cantităţi însemnate de acid piruvic, care ulterior, prin fermentaţie alcoolică, se transformă 
în acetaldehidă, acumulându-se în cantităţi toxice pentru plante [23]. 

În cadrul acestui sistem gena Rf2 (ce expresează o aldehiddehidrogenază) este un „restaurator ne-
obişnuit”, care mai curând compensează defectele metabolice cauzate de proteina toxică URF13 şi 
acţionează conjugat cu gena Rf1 [41]. La Zea mays aldehiddehidrogenazele sunt de două tipuri: RF2A 
şi RF2B. Primul tip poate oxida aldehide cu lanţul mai mare de 10 atomi de carbon, inclusiv cele 
aromatice, iar al doilea, identificat în cantităţi mari în antere, oxidează aldehide cu lanţ mai scurt de 
10 atomi de carbon. Ambele proteine ţintesc mitocondria şi sunt produşii de expresie a genelor rf2a şi 
rf2b cu masele moleculare de 214 şi, respestiv, 200 kDa. Proteinele RF2A şi RF2B sunt homotetramere, 
ale căror subunităţi au 54,2 şi 54 kD [22].

La Zea mays cu citoplasma de tip S expresia proteinelor ORF77 şi ORF355 [38] la nivelul butonilor fl orali 
induce androsterilitatea [37], care este corelată cu apoptoza. Printre efectele asociate cu apoptoza în cadrul 
acestui sistem a fost observată degradarea ADN-ului nuclear şi elimiarea citocromului c din mitocondrie în 
citosol [41]. 

Cu ajutorul studiului bioinformaţional, noi am indentifi cat mai multe domenii în cadrul proteinei 
ORF355 răspunzătoare de ASC. Primul prezintă un grad înalt de similaritate cu „Cytocrom_B_C”, iar al 
doilea domeniu, numit „Major Facilitator Superfamily”, reprezintă un polipeptid membranar cu rol de a 
transpora cantităţi mici de solvenţi diferiţi, ca urmare a modifi cărilor chimiosmotice (Fig.5). Astfel, în 
comformitate cu datele din literatură [41] şi bazându-ne pe studiul efectuat, putem presupune că proteina, 
ORF355 care reprezintă un polipeptid membranar, ar putea să indeplinească rolul unei pompe alterate. 
Numărul mare al acestora ar putea distruge integritatea mitocondrială şi ar media declanşarea proceselor 
apotozice.
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Fig.5. Domenii existente în cadrul proteinei ORF 355 [NCBI – numărul de acces: A.A.N38287]:
MFS_1– Major Facilitator Superfamily [CLC Protein Workbench 5.0].

La rândul său, gena restauratoare de fertilitate Rf3 activează expresia unor largi serii de gene antiapoptozice 
[41]: VDAC2 (voltage–dependent anion channel protein), care la organismele animale poate inhiba desfă-
şurarea apoptozei [6], BI–1 (Bax–inhibitor), cystatin II şi AdoMetDC (adenosylmethionine decarboxylase), 
care este cheia esenţială în sinteza poliaminei ce joacă un rol important în diviziunea celulară şi în efectul de 
antisenescenţă [41].

Concluzii
1. Analizând modelul de sistem ASC–Rf propus de A.N. Palilova în 1986, putem preciza faptul că mecanis-

mul androsterilităţii citoplasmatice şi al restaurării androfertilităţii polenului prezintă o serie de particularităţi 
proprii fi ecărei specii de plante în parte. 

2. În urma acestui studiu au fost puse în evidenţă trei modalităţi diferite de manifestare a ASC: destabiliza-
rea expresiei altor gene mitocondriale; sinteza unei proteine toxice şi eliminarea citocromului c din mitocon-
drie în citosol. 
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