10 Stiinta agricold, nr. 1 (2015)(10-14)

CZU 633.854.78:631.527.56

EVALUAREA GRADULUI DE STERILITATE LA
FLOAREA-SOARELUI

Tatiana SESTACOVA', Ion GISCA? Aliona CUCEREAVIF, Olesea TABARA'
" Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei
2 ,AMG — Agroselect” SRL

Abstract. Cytoplasmic male sterility (CMS) is an indispensable and necessary tool for obtaining sunflower
hybrids. The monitoring of seed quality regarding male sterility is an important element in achieving a high
efficiency of hybridization based on CMS-Rf systems. In this study six maternal sunflower lines have been
evaluated for the degree of male sterility in laboratory conditions, using molecular biology techniques, as well as
in the experimental field, using classical methods. The PCR reaction revealed the presence of orfH522 gene
associated with CMS in sunflower. The 321-pb amplicon generated with specific primers designed for this gene
was identified in all analyzed samples. Five of the six maternal lines presented a maximum level (100%) of sterility.
Field tests involved traditional counting of fertile and sterile plants according to flower morphology. The obtained
data in both cases were similar, which proves that the use of molecular analysis techniques in diverse researches
offers advantages in reducing time and resources.
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Rezumat. Androsterilitatea citoplasmatica (ASC) este un instrument indispensabil si necesar pentru obtinerea
hibrizilor de floarea-soarelui. Astfel, monitorizarea calitétii semintelor privind sterilitatea masculin reprezinta un
element important in obtinerea unui randament inalt de hibridizare bazat pe sistemele ASC-Rf. In acest context a
fost evaluat gradul de sterilitate la 6 linii materne de floarea-soarelui In conditii de laborator, prin tehnici de
biologie moleculara si in campul experimental, utilizdnd metode clasice. Reactia PCR a constatat prezenta genei
orfH522 asociata cu androsterilitatea la floarea-soarelui. Ampliconul de 321 pb, generat cu primeri specifici
pentru aceasta gena, a fost identificat la toate probele analizate. Cinci dintre cele sase linii materne au prezentat
un nivel maxim (100%) de sterilitate. Testele din cAmp au implicat metode traditionale de numarare a plantelor
fertile i sterile in conformitate cu morfologia florii. Rezultatele obtinute in ambele cazuri au fost similare, ceea ce
demonstreza ca utilizarea tehnicilor de analiza moleculara in diferite cercetari are avantaje de aplicare datorita
reducerii timpului si resurselor.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus; Androsterilitate citoplasmatica; Grad de sterilitate; Hibrizi; Markeri
moleculari.

INTRODUCERE

Pentru obtinerea recoltelor performante de floarea-soarelui, amelioratorii pun accentul pe elaborarea
hibrizilor cu crestere viguroasa (efect de heterozis), valorificarea diversitatii genetice i utilizarea sistemu-
lui ASC-Rf (androsterilitate citoplasmatica — restaurare de fertilitate) in crearea formelor parentale
pentru a atinge nivelul maxim (100%) de heterozigotie.

Prima sursa de androsterilitate citoplasmatica (ASC) la floarea-soarelui a fost descoperita de Leclercq
in 1966 in urma incrucisarii interspecifice dintre speciile salbatice, filogenetic indepartate Helianthus
petiolaris Nutt. si Helianthus annuus L. (Leclercq, P. 1969). Aceasta sursa de androsterilitate, numita
PET]1, este folosita pe larg in practica de ameliorare si producere a florii-soarelui (Vranceanu, A.V. 2000;
Ispas, 1. 2002). Utilizarea exclusiva a PET1-ASC pentru obtinerea de seminte hibride a contribuit la
micsorarea variabilitatii germoplasmei (Lesnic, V. et al. 2004; Duca, M. et al. 2005; Duca, M. etal. 2013)
cu pierderea unor caractere agronomice valoroase (Christov, M. 1993), cresterea vulnerabilitatii fata de
conditiile variate ale mediului (Dhillon, M.K. et al. 2006) si la dificultati privind restaurarea maximald a
androfertilitatii (Kukos, M. V. 1982; Khan, M.S. 2005).

Pana in prezent au fost identificate 72 de surse de ASC (Serieys, H. 2005). Utilizarea lor in ameliorare
este limitatd de faptul ca doar pentru jumatate dintre ele se cunosc gene restauratoare de fertilitate
(Serieys, H. 2005). Mai mult ca atét, in functie de sursa de ASC, plantele F, se caracterizeaza printr-o
norma de reactie §i o stabilitate variata a gradului de sterilitate (AnaSenko, A.V. 1968; AnaSenko, A. V..
1971). Nivelul de sterilitate al surselor de ASC si al hibrizilor generati de acestea depinde de conditiile
mediului extern, androsterilitatea de tip lenticularis fiind mai putin stabila (Duca, M. 1998). Desi s-a
observat prevalarea efectelor nucleare asupra celor citoplasmatice si puternice interactii nucleu-
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citoplasma (Christov, M. 1993) la hibrizii de prima generatie creati cu utilizarea a 13 surse de ASC, s-a
stabilit cd ponderea citoplasmei in manifestarea androsterilitatii-androfertilitatii este considerabila
(AnaSenko, A.V. et al. 1984).

Astfel, pentru pastrarea germoplasmei si diversificarea materialului initial din colectiile de floarea-
soarelui, unul dintre obiectivele majore in strategiile de ameliorare la heterozis este includerea diferitor
surse de ASC cu un nivel stabil de manifestare a androsterilitatii. Utilizarea suplimentara a tehnicilor
de biologie moleculara si a markerilor moleculari, de rand cu metodele clasice, pot eficientiza si accelera
etapele programelor de ameliorare (Gupta, P.K. et al. 1999; Korzun, V. 2003).

Din aceste considerente, scopul cercetarilor noastre a constat in evaluarea comparativa a gradului
de sterilitate masculina la 6 genotipuri materne de floarea-soarelui, ceea ce s-a realizat cu ajutorul
tehnicilor de biologie moleculara combinate cu experimentul in camp.

MATERIAL SI METODA

Materialul utilizat 1n cercretare a inclus 6 genotipuri cu ASC: MS-2077A, MS-2067A, MS-2091A,
MS-2098A, MS-2039A, MS-589A din colectia ,,AMG — Agroselect” SRL.

Semintele de floarea-soarelui au fost crescute in vase de vegetatie pana la etapa de doua frunze
cotiledonale, servind ulterior in calitate de material initial pentru extragerea ADN-ului. Pentru fiecare
genotip s-au colectat 100 de probe care au fost pastrate la -80°C.

Pentru cercetérile In camp, genotipurile au fost cultivate pe suprafete geografic izolate de alte
culturi de floarea-soarelui, cu dimensiuni intre 3,3 si 16,0 hectare. Campurile de multiplicare se
caracterizeaza printr-o izolare in spatiu de 3000-3500 m fata de alte cAmpuri semanate cu floarea-
soarelui. Ca premergatori au servit cerealele paioase si porumbul.

Semanatul s-a efectuat in termeni optimi, cu distanta de 70 cm intre rinduri. Pe toata perioada
infloritului s-a numarat si controlat forma materna la sterilitate.

Extragerea probelor de ADN pentru analiza prezentei genei orfH522 asociata cu ASC s-a realizat
cu reagentul CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), conform metodei standard (Doyle, J. J. et al.
1990). Estimarea puritatii si calitatii probelor a fost efectuata cu ajutorul spectrofotometrului T60 UV-
VIS Spectrophotometer (PG Instruments limited), prin calcularea raportului A260/A280, care a fost in
limita valorilor 1,8-2,0, iar continutul ADN 1n proba a variat intre 230-800 ng/p.l.

Reactia PCR s-a realizat cu ajutorul primer-ilor specifici elaborati anterior prin programul Primer3
pentru orfH522 (5°-3°) (Duca, M. et al. 2006): sens GGCGCACTCTCTTTTTCTGT si antisens
CTTGAATGGCAGTGGTGATG. Mediul de reactie PCR a inclus: 25-50 ng ADN, 0,5 uM fiecare
primer, dNTP 200 uM, MgCl, 2 mM, DreamTaq DNA Polymerase (Thermo Scientific) 1 U/reactie,
volumul total 25 ul. A fost utilizat amplificatorul GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems)
cu urmatorul program: 3 min 95°C urmat de 30 cicluri: 30 s la 95°C, 30 s la 60°C, 20 s la 72°C;
elongare finala 3 min la 72°C.

Ampliconii au fost vizualizati in gel de agaroza de 1% cu etidium bromid (0,4 pg/ul) in prezenta
markerului de masa moleculara GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific), utilizandu-se
solutia-tampon TAE (Tris-acetat EDTA) la tensiunea de 12040 V.

REZULTATE SI DISCUTII

Productivitatea hibrizilor de floarea-soarelui este direct legata de starea materialului semincer.
Obtinerea formelor parentale si a semintelor F, biologic pure si de calitate superioard, care sa respecte
structura genetica originala, necesita realizarea semanatului in spatii izolate la o distanta de 1500 m
fata de alte populatii de floarea-soarelui (Vronskih, M.D et al. 1983), iar obtinerea unui grad inalt de
hibridare presupune un nivel de 100% de androsterilitate.

Prin urmare, evaluarea gradului de sterilitate reprezinta un proces de ameliorare continuu, laborios
si costisitor din punct de vedere financiar, ce se realizeaza in conditii experimentale, in camp sau in
sere, prin examinarea inflorescentelor.

Astfel, evaluarea comparativa a gradului de sterilitate masculina la genotipurile materne de floarea-soarelui
studiate (Fig. 1) s-a realizat prin tehnicile de analiza moleculara, combinate cu experimentul in camp.
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Figura 1. Aspectul exterior al inflorescentei la genotipurile studiate
Androsterilitatea poate fi evaluatd cu succes cu ajutorul tehnicii PCR in baza primerilor specifici
pentru secventa orfH522, care determind manifestarea fenotipica a androsterilitatii la floarea-soarelui,
astfel facand posibila estimarea gradului de sterilitate in germoplasma diferitor linii. Primerii utilizati
genereaza un amplicon de 321 pb, care demonstreaza sterilitatea plantei (Fig. 2).
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Figura 2. Gradul de sterilitate a liniilor materne evaluat in laborator
(sunt expuse rezultatele pentru 20 plante dintre 100 evaluate)

Datele obtinute au pus in evidenta ampliconul asteptat la toate probele analizate. Cinci dintre cele
sase linii materne (MS-2077A, MS-2067A, MS-2098A, MS-2039A, MS-1589A) prezinta un nivel
maxim (100%) de sterilitate (Fig. 2). Datele obtinute in laborator coreleaza perfect cu cele observate
la plantele din camp (Tab. 1).

Pentru linia MS-2091A, gradul de sterilitate estimat in laborator a constituit 99,0 %, fiind mai mic cu
0,9% comparativ cu cel determinat in cAmp. Diferenta constatata nu depaseste limita semnificativa a
erorilor, astfel demonstrandu-se ca aceste metode pot fi utilizate separat sau complementar pentru
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Tabelul 1. Gradul de sterilitate evaluat in conditii de camp

Plante evalu.ate in campul Gradul de sterilitate
Nr. Genotipul experlmentalGra dul de evaluat in laborator
Fertile Sterile sterilitate, % (100 plantule), %

1. |MS —2077A 1 999 99,9 100
2. IMS — 2067A 0 1000 100 100
3. [MS - 2091A 1 999 99,9 99,0
4. 'MS — 1589A 0 1000 100 100
5. |MS — 2039A 0 1000 100 100
6. |MS — 2098A 0 1000 100 100

estimarea nivelului de sterilitate a genotipurilor utilizate la sectoarele de multiplicare a liniilor materne,
pentru obtinerea semintelor de elitd, sau la sectoarele de hibridare, pentru obtinerea hibrizilor F,.
Rezultatele analizelor moleculare obtinute in cadrul cercetérilor indica asupra prezentei restructurarilor
de tip orfH522 in genomul mitocondrial, fara diferentierea genotipurilor homozigote de cele heterozigote
(hibrizii). Genotipurile hibride create in baza de ASC PET1, similar formelor ASC se caracterizeaza prin
prezenta ampliconului de 321 pb, materialul genetic citoplasmatic mostenindu-se pe linia materna.

CONCLUZII

Primerii specifici genei orfH522 pot fi utilizati cu succes in stabilirea prezentei androsterilitatii
citoplasmatice la liniile de floarea-soarelui. Reusita implementarii unor astfel de metode de control in
programele de selectie asigura utilizarea cu succes a plantelor cu ASC ca un mijloc relativ ieftin de
obtinere a hibrizilor inalt productivi cu un grad sporit de puritate.
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