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COMPARATIVE PROFILE OF TRANSCRIPTS FROM ANTHERS OF HYBRID PLANTS AND PARENTAL LINES OF

SUNFLOWER

Summary. Most heterosis research over the years has focused on increasing vigour and productivity, and less on
the multitude of biochemical and molecular phenotypes as an expression of hybrid superiority under favourable or
stressful conditions. Plant productivity depends on the microsporogenesis and microgametogenesis processes highly
sensitive to unfavorable environmental conditions and other stress factors that often induce the androsterility. The
paper presents the results of the expression polymorphism analysis (by RT-qPCR) of candidate genes with functions
in DNA replication, recombination, repair, and mitochondrial morpho-functional organization processes in anthers of
homozygous and heterozygous sunflower plants with phenotypic differences in male gametophyte (fertile/sterile). A
particular interest in this research represented the identification of gene expression patterns in hybrid (F1) plants in
norm, for possible associations of transcriptional response with heterozygous effect, and under conditions of induced
stress (gibberellin treatment) as a factor in irreversible phenotype change of anthers from fertile to sterile. Thus, the high
proportion of different non-additive and transgressive expression patterns in hybrid plants was established, revealing
genetic divergence and expression polymorphisms in parental lines. The sterile anther phenotype of hybrid plants ob-
tained by gibberellin treatment of the inflorescence at the buttoning phase is causally related to changes in allelic gene
expression patterns at different phases of microsporogenesis.
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Rezumat. Cele mai multe cercetari efectuate de-a lungul timpului privind heterozisul sunt axate pe sporirea
vigurozitatii si productivitatii, si mai putin pe multitudinea de fenotipuri biochimice si moleculare ca expresie a supe-
rioritatii hibride in conditii favorabile sau de stres. Productivitatea plantelor depinde de desfasurarea normald a mic-
rosporogenezei si microgametogenezei, procese foarte sensibile la conditiile nefavorabile de mediu si la alti factori
de stres, ceea ce cauzeaza deseori androsterilitate. In lucrare sunt prezentate rezultatele analizei polimorfismului de
expresie (prin RT-gPCR) a unor gene candidat, cu functii in procese de replicare, recombinare, reparare ADN, precum
si de organizare morfo-functionald a mitocondriilor, in anterele plantelor homozigote si heterozigote de floarea-soa-
relui cu diferente fenotipice ale gametofitului mascul (fertil/steril). Un interes deosebit in aceste cercetari a fost de a
identifica modelele de expresie genica la plantele hibride (F,) in norma, in scopul unor posibile asocieri ale rdaspun-
sului transcriptional cu efectul de heterozis, precum si in conditii de stres indus (tratament cu giberelind) ca factor
de modificare ireversibila a fenotipului anterelor din fertil in steril. Astfel, a fost stabilitd ponderea mare a diferitor
modele de expresie neaditiva si transgresiva la plantele hibride, relevand divergenta genetica si polimorfismele de
expresie la liniile parentale. Fenotipul steril al anterelor plantelor hibride obtinut prin tratare cu giberelind a inflores-
centei in faza de butonizare este relationat cauzal cu modificari in modelele de expresie alelica a genelor in diferite
faze ale microsporogenezei.

Cuvinte-cheie: floarea-soarelui, expresie genica, microsporogeneza, heterozis, sterilitate, gibereline.

INTRODUCERE heterozis. Acest fenomen la plante a fost si continua sa
fie subiectul a numeroase cercetari, majoritatea axate
pe sporirea vigurozitatii si productivitatii [1; 2], si mai
putin pe multitudinea de fenotipuri biochimice si mo-
leculare ca expresie a superiorititii hibride in conditii
favorabile sau de stres [3; 4; 5].

Variatia expresiei genelor si a retelelor de reglare
constituie o sursd importanta de variabilitate biologica
intra- i interspecifica, contribuind in mod semnifica-
tiv la diversitatea fenotipica si la aparitia efectului de
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Actualmente nu este un consens cu privire la baza
genetica si fiziologica a heterozisului. Conform unor
cercetdri, una dintre cauzele polimorfismului de ex-
presie a genelor la hibrizi poate fi interactiunea dife-
rentiata a alelelor parentale mostenite cu regulatorii
genici, rezultand astfel expresia specifica alelei [5; 6; 7;
8]. De asemenea, se considera ca fenotipurile la hibrizi
prezinta rezultatul efectului dozarii unor gene regla-
toare [9]. Prin urmare, identificarea genelor cu raspuns
transcriptional modificat prin hibridare contribuie la
cunoasterea bazei molecular-fiziologice de obtinere si
mentinere a heterozisului in conditiile schimbatoare
ale mediului, fapt relevant pentru selectia si amelio-
rarea varietdtilor adaptate regional, precum si pentru
intelegerea evolutiei plantelor supuse frecvent eveni-
mentelor de hibridizare intra- si interspecifica.

Progresele conceptuale si metodologice permit
analiza polimorfismului de expresie atét la nivelul unor
gene candidat sau cu functii deja cunoscute, cét si la
cel al transcriptomului in diferite faze ontogenetice [5;
10]. Structurile generative, inclusiv gametofitul mascul,
sunt foarte susceptibile la fluctuatiile mediului de cres-
tere. Astfel, plantele cu toleranta scizutd la stres prezin-
ta sterilitate in diferite faze ale micro- sporogenezei/ga-
metogenezei, determinantii moleculari fiind atat genele
nucleare, cat si citoplasmatice [1; 11].

Androsterilitatea citoplasmatica (ASC), genera-
ta spontan sub actiunea factorilor de stres si cea in-
dusé (ASI) prin hibridizari, ca rezultat al unor efecte
de incompatibilitate intergenomica [11; 12], sau prin
aplicarea gametocidelor [13; 14], este utilizata in com-
binatie cu genele nucleare restauratoare de fertilitate
(R,) in obtinerea hibrizilor comerciali la majoritatea
culturilor agricole, inclusiv la floarea-soarelui [1].
Desi este evident cd restaurarea fertilititi polenului,
asociatd sau nu si cu efect de heterozis, este expresia fi-
ziologicd a interactiunilor citonucleare de semnalizare
si reglare a genelor, aceste aspecte sunt putin elucidate.
O cauzd ar putea fi lacunele in informatiile de adnota-
re functionala a genomului la plante, acesta fiind de
dimensiuni §i complexitate mai mare comparativ cu
alte specii de organisme. De asemenea, datorita carac-
terului dinamic al expresiei genelor, contextul de me-
diu in care este analizat transcriptomul este o alta vari-
abila semnificativd in relationarea cu fenotipul si poate
prezenta o sursa de rezultate inconsistente. Chiar si in
cazul acelorasi genotipuri raspunsul transcriptional la
semnalizare poate fi foarte eterogen.

In obtinerea hibrizilor comerciali de floarea-soa-
relui se utilizeaza preponderent citotipul ASC-Petl,
desi se cunosc mai mult de 70 de surse ASC [1; 2].
Anterior, prin investigatii comparative ale anterelor
fertile si sterile (ASC-Petl) la linii consangvinizate

30 | AKADEMOS 4/2023

utilizate in combinatiile hibride autohtone, au fost ob-
servate meijocite cu dezvoltare inhibatd in pachiten,
conglomerate eterogene de microsporocite atipice, cu
anomalii cromozomiale, in diferite etape ale micros-
porogenezei, relevand deficiente in procesele de re-
plicare si mentinere a integritatii materialului genetic
[13]. Similar, fenotipul androsterilitatii induse prin
tratare cu giberelind a inflorescentei de floarea-soa-
relui la diverse genotipuri fertile homozigote (linii B
si Rf) si heterozigote (F) prezinta multiple anomalii
in dezvoltarea meiocitelor, inclusiv acumularea tran-
scriptului mitocondrial orfH522 specific citotipului
ASC-Petl [13; 15]. Este relevant ci afectarea de catre
varii factorii de stres a cailor de semnalizare celulard
mediate de gibereline determind sterilitatea masculina
la numeroase specii de plante, ceea ce demonstreazd
rolul acestor hormoni in integrarea retelelor reglatoa-
re a genelor specifice dezvoltarii organelor generative
[16; 17].

In contextul celor expuse, sunt puse in discutie re-
zultatele analizei polimorfismului de expresie a 14 gene
candidat, potential implicate in procese de replicare,
recombinare, reparare a ADN-ului, precum si de orga-
nizare morfo-functionald a mitocondriilor, in anterele
plantelor homozigote si heterozigote de floarea-soarelui
cu diferente fenotipice ale gametofitului masculin (fer-
til/steril). De asemenea, un interes deosebit a prezentat
identificarea modelelor de expresie genica la plantele
hibride (F,) in normd, in scopul unor posibile asocieri
ale raspunsului transriptional cu efectul de heterozis,
precum si in conditii de stres indus prin tratament cu
gibereling, ca factor de modificare ireversibild a fenoti-
pului anterelor din fertil in steril.

MATERIALE SI METODE

Investigatiile au fost realizate pe material de floa-
rea-soarelui prelevat de la plantele a doua linii con-
sangvinizate Drofa Rf si Drofa ASC (Pet1) si hibridul
comercial Drofa F, (ASP Magroselect, Soroca, Re-
publica Moldova) in fazd reproductiva (R1-R3 [18]).
Fenotipul ASI la plantele hibride a fost obtinut prin
tratare cu acid giberelic (AG3, 0,01 %) a inflorescentei
in faza de butonizare, fiind analizat macro- si micro-
scopic [13; 19].

Studiul nivelului de expresie genica prin Real-time
PCR (Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix,
Real-Time cycler DT-96, DNA technology, Russia) s-a
efectuat pe ADNc obtinut (RevertAid Reverse Tran-
scriptase, primeri hexameri arbitrari si oligo-dT ) din
ARN-ul total extras (TRI Reagent) din antere in diferi-
te etape ale microsporogenezei: pachiten (P), diviziuni
(D), tetrade (T) si microspor (M). Nivelul expresiei
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Tabelul 1
Functiile si procesele in care sunt implicate genele candidat (H. annuus)
GenBank: Notatii conform
(H. annuus) ortologilor Activitate/Proces biochimic
(A. thaliana)
BU027250.1 MMH-1 ADN glicozilaza/AP liazd, reparare prin excizia bazelor modificate (BER)
GE512999.1 Nth Endonucleaz III, procese de replicare, recombinare, reparare
GE502158.1 0GG1 8-oxoguaninid-ADN glicozilaza, procese de reparare, reparare prin excizia
bazelor modificate (BER)
GE514261.1 MYH Adenin glicozilaza A/G-specificd, procese de reparare, reparare prin excizia
bazelor modificate (BER)
GE487746.1 MSH1 Repararea erorilor de imperechere (MMR), procese de mentinere
a stabilitatii genomului mitocondrial,
GE506904.1 RECA3 Repararea, recombinarea ADN-ului, metabolismul ADN-ului
DY925268.1 OSB2 Proteina (SSB), se leagd de ADN monocatenar, stabilizarea ADN-ului
in procese de replicare si reparare
GE513407.1 WHY?2 Proteina (SSB) mitocondriala, procese de reparare ADN
BU026262.1 MTSSB Proteina (SSB), procese de replicare si reparare in mitocondrii
GE502378.1 ENDO1 Activitate endonucleazica specifica in mecanismul de reparare
a erorilor de imperechere T / G, proces catabolic ADN
GE501301.1 MSH5 Repararea erorilor de imperechere (MMR), recombinare meioticé reciproca
GE501868.1 DRP1C Implicare in fisiunea mitocondriilor, organizarea morfo-functionala
a mitocondriilor, maturarea polenului
CD852591.1 VDACI1 Porind mitocondriald 1, schimb de metaboliti
BQ915164.1 MSP1 Hidrolazd, implicare in metabolismul nucleotid trifosfatilor,
organizarea morfo-functionald a mitocondriilor

relative a 14 gene candidat (tabelul 1) a fost calcu-
lat conform metodei 244°", gena de referintd - actina
(GenBank: AF282624.1) [20].

In lucrarea de fata, rezultatele investigatiilor de ex-
presie genica sunt prezentate prin asocierea conven-
tionald a transcriptilor dupd functii in doud grupuri
notate (tabelul 1):

= RRR: procese de replicare, recombinare, repa-
rare a ADN-ului (GenBank: GE514261; BU027250;

GE512999; GES502158; GE487746; GES501301;
GE506904; DY925268; GE513407; GES502378;
BU026262);

* OMM: procese de organizare morfo-functionald
si activitate a mitocondriilor (GenBank: GE501868;
CD852591; BQ915164).

Diferente de expresie (Fold Change, FC) dintre ge-
notipurile parentale si dintre acestea si hibrid au fost
considerate valorile FC>1,5, respectiv Log,(FC)>0,58,
ele fiind semnificative (p < 0,05) potrivit testelor sta-
tistice ANOVA (Bonferroni).

Analiza modelelor de expresie aditiva/neaditivd a
genelor in cazul hibridului F| a fost realizata conform
Fujimoto si colab. [7].

REZULTATE

In calitate de polimorfisme de expresie au fost
analizate urmaitoarele diferente cantitative: continutul
mai inalt/scdzut de transcripti intre liniile parentale,
la una dintre acestea si hibrid, la ambii genitori fatd de
hibrid. De asemenea, o pondere mare in eterogenita-
tea profilului molecular revine diferentelor calitative,
si anume tendintele liniare/neliniare de acumulare a
transcriptilor pe parcursul etapelor de dezvoltare a
meiocitelor/microsporilor.

Diferente de expresie genica dintre liniile paren-
tale ale hibridului Drofa F, (Drofa ASC vs Drofa R ).
Studiul nivelului de expresie genica (Log,(FC)) a pus
in evidenta diferente semnificative Drofa ASC vs Drofa
Rf in 69,64 % din totalul de 56 de cazuri investigate
(transcriptii a 14 gene in patru etape ale microspo-
rogenezei), inclusiv valori mai mici la linia materna
comparativ cu cea paternd in 8,93 % dintre cazuri si
mai mari in 60,71%.

De mentionat cd, desi este observat un grad inalt
de coexpresie (figura 1), genotipurile homozigote cu
fenotipul steril/fertil al anterelor se caracterizeaza
printr-o dinamica foarte variatd a acumuldrii trans-
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Figura 1. Expresia diferentiatd a genelor dintre liniile parentale (Drofa ASC vs Drofa R ) ale hibridului Drofa F,
in diferite etape ale microsporogenezei: pachiten (P), diviziuni (D), tetrade (T), microspor (M).

criptilor, unele gene prezentand un polimorfism de
expresie temporal inalt. De exemplu, la linia ASC, ac-
tivitatea de transcriptie a 6 gene: MMH, NTH, OGG,
RECA3, OSB2, ENDOI1 s-a mentinut la un nivel ridi-
cat pe intreaga perioadd a microsporogenezei, indeo-
sebi la transcriptii OGG1 si RECA3 (Log,(FC) > 2,5).

Totodatd, valorile de expresie mai mari la linia
ASC vs R, doar in unele faze, precum este la MYH
(D, T, M), MSH5 (P, M), WHY2 (P, T), MSH1 (P) si
DRPI1C (T), sau mai mici, asa ca la MtSSB si VDAC
(P, M) releva gradul inalt specific de reglare a activi-
tatii de transcriptie ca raspuns la starea fiziologica a
gametofitului in dezvoltare.

Diferentele de expresie dintre liniile consangviniza-
te constituie preponderent un polimorfism cantitativ si
doar in cazul ARNm-MSP1 au fost constatate atat valori
mai mici (D), cat si mai mari (M) ale raportului ASC vs
R. De mentionat ca diferentele de expresie, in putinele
cazuri de subexpresie la linia ASC in raport cu linia R,
(MtSSB si VDAC in P, M; MSP1 in D), sunt mult mai
mici ca intensitate (Log (FC)=-1) comparativ cu dife-
rentele (Log,(FC)= [0,6; 5,0]) relevate la genele RRR,
fapt ce pune in evidenta relatia cauzald dintre activita-
tea sporita a genelor implicate in procesele de replicare/
recombinare/reparare a leziunilor moleculelor de ADN
si fenotipul steril al gametofitului masculin.

Diferente de expresie genica dintre hibridul Dro-
fa F si liniile parentale. Hibridul Drofa F, prezintd
unele particularitati similare si mai multe divergente
de expresie fatd de ambele forme parentale, relevand
variatia geneticd mare dintre genitori.

Drofa F, versus Drofa R,. Profilul de transcripti in
microsporogeneza plantelor hibride in comparatie
cu cel al plantelor paterne restauratoare de fertilitate
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prezinta diferente de expresie in 69,7 % dintre cazu-
rile analizate, ponderea mai mare revenind variante-
lor cu valori mai mari (F >R, 42,9%). Precizdm ca si
in cazul liniei materne numarul de variante cu valori
de expresie ASC>R; este mult mai mare (in 60,7 %
dintre variante).

Expresia genelor in anterele hibridului prezinta si
anumite particularititi individuale. De exemplu, va-
lori de expresie F >Rf se mentin in toate fazele studiate
ale microsporogenezei doar in cazul OGGI si RECA3
dintre cele sase gene puse in evidenta la linia materna
(ASC>R,). Efecte unice de supraexpresie F >R au fost
constatate in cazul MMH (D, T, M); OSB2 (P, M ,T);
NTH si MYH (T, M); ENDOL1 (P, T). Daca la formele
parentale diferentele de expresie ASC vs R, sunt ete-
rogene doar la nivelul ARNm-MSP1, atunci la F, po-
limorfismul de expresie (modificéri cantitative si ca-
litative) in functie de fazd este observat la alti patru
transcripti: MYH, WHY2, MTSSB, MSH5.

O altd caracteristica specifica a activitatii de tran-
scriptie in anterele F, sunt valorile mai mici (F,<R)
ale continutului de transcripti cu functii in organiza-
rea morfo-functionalad a mitocondriilor, in toate patru
faze ale dezvoltarii microsporocitelor la VDACI si
MSP1 (Log, (FC)=[-0,6; -2,2]), si in primele doua faze:
Psi D la RP1C (Log (FC)=[-1,5; -2,4]).

Un caz deosebit este gena MSH1, la care a fost con-
statatd doar o singura diferentd statistic semnificativa,
aceasta fiind de supraexpresie la F, fata de linia paternd
(Log,(FC)=2,39) - in faza de tetrade (figura 2, A). Faza
de tetrade la plantele hibride se deosebeste esential de
celelalte faze ale microsporogenezei prin expresia dife-
rentiatd a 13 dintre 14 gene si valori de supraexpresie
F >R la toate 11 gene candidat din grupul RRR.
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In concluzie, in majoritatea variantelor de studiu,
valorile continutului de transcripti la F,, comparativ
cu linia R, releva supraexpresie la genele implicate in
procese de replicare, recombinare si reparare, pe in-
treaga perioadd de dezvoltare de la meiocit la micros-
por si subexpresie la genele asociate cu morfogeneza si
functionalitatea mitocondriilor.

Drofa F, versus Drofa ASC. Analiza valorilor
Log (FC) de expresie genicd la hibrid in comparatie cu
linia materna Drofa ASC (figura 2, B) indica un profil
cu diferente in 71,4 % dintre variante, iar fata de R este
mai variat in functie de faza microsporogenezei.

Trebuie mentionat cd expresia relativd a genelor
cu valori F >ASC s-a inregistrat doar in 21,4 % dintre
variante, ceea ce este in contrast cu datele de expresie
F >R (42,9 %). Perechea de comparatie F, vs ASC se
deosebeste inclusiv dupa numadrul de cazuri de subex-
presie, relevate in 50,0 % dintre variante, ceea ce este in
contrast cu doar 26,8 % dintre variantele analizate cu
valori F < R.

O alta particularitate specifica este si faptul ca in
anterele F, nu a fost observat niciun transcript al ca-
rui continut si se mentind la un nivel mai mare fatd
de lina materna, in toate cele patru faze studiate. Insa
sunt gene la care valori F >ASC au fost constatate in
trei (OGG, in D, T, M), doua (SSB, in D si T) si o sin-
gura faza de dezvoltare a microsporocitelor (NTH,
MYH, MSH1, RECA3, OSB3, BFN, MSH5 in T).

In cazul genelor cu functii in morfogeneza si func-
tionalitatea mitocondriilor hibridul prezinta valori de
expresie mai mici fata de linia materna. Similar, in ca-
zul unor gene RRR sunt valori mai mici la hibrid fata
de linia maternd, in special la: MYH si Reca3 (P, T,
M); MMH (P, D); MSH1 (P, M); Why (M, D); BEN (D,
M); MSH5 (P, M). Trebuie mentionat cd doar in cazul
a patru gene din categoria functionala RRR: MMH,
OGG, Why si MTSSB diferentele de expresie au fost
cantitative (unisens, sub/supraexpresie), nu si calitati-
ve, adicd fara fluctuatii majore ale nivelului de expre-
sie in cele patru faze de microsporogeneza analizate.
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Modele de expresie a genelor:

Aditiv (A);

Dominanta parintelui inferior (DPI);
Dominanta parintelui superior (DPS);
Subdominanta (SD);

Supradominantd (SUD);

Dominanta incompleta (DI).

Figura 2. Expresia diferentiatd a genelor Drofa F, vs Drofa ASC (A), Drofa F, vs Drofa R (B) in pachiten (P),
diviziuni (D), tetrade (T) si microspor (M). Ponderea (%) modelelor de expresie a genelor mostenite de hibrid (C).
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Profilul cu 7 gene: NTH, MYH, MSH1, RECA3, OSB2,
ENDO si MSH5 este mult mai eterogen, cu diferente
cantitative si calitative la F, fata de cel al liniei ASC.

De asemenea, dupa nivelul de expresie a genelor
RRR, anterele F| in faza de tetrade se deosebeste si de
aceastd linie parentala prin valori mai mari, cu excep-
tia ARNm-Why2 si ARNm-MMH1. Mai mult ca atat,
plantele hibride se diferentiaza si la nivelul fazei pa-
chiten prin ponderea mare si exclusivd a numarului de
variante (9) cu valori mai mici ale transcriptilor fata de
cele ale parintelui matern.

In concluzie, anterele F se deosebesc de cele ale
liniei ASC prin valori mai mici ale expresiei relative a
genelor studiate, preponderent in cazul celor implica-
te in procesele de replicare, recombinare si reparare.
Totodata, au fost stabilite si unele particularitati dis-
tinctive ale hibridului fata de ambele linii parentale.
Astfel, in faza de tetrade a microsporogenezei este evi-
denta prevalenta cazurilor de supraexpresie in profilul
de transcripti al anterelor heterozigote comparativ cu
ambele linii homozigote. O alta particularitate distinc-
tivd dintre hibrid si ambele linii parentale sunt valorile
de subexpresie a genelor implicate in morfogeneza si
functia mitocondriilor.

Modele de expresie genicd la Drofa F, cu fenoti-
pul fertil al anterelor. Diferentele de expresie genicd
dintre liniile parentale si dintre acestea si hibrid reflec-
ta diferite modele de expresie aditiva si nonaditivd a
genelor mostenite de hibrid (figura 2, C). Astfel, la hi-
bridul cu fenotip androfertil modelele de expresie nea-
ditiva (89,29 %) prevaleaza fatd de ceaaditivd (10,71 %).
Exemple de expresie aditiva au fost constatate la
patru dintre cele 14 gene studiate: NTH (P, D), MSH1
si OSB2 (D), WHY2 si DRP1C (M). Tetradele repre-
zintd unica fazd a microsporogenezei pentru care nu
au fost constatate cazuri de expresie aditiva.

Dintre cazurile de expresie neaditiva, modelul
transgresiv a fost identificat in 39,3 % (19,64 % SUD
si 19,64 % SD) si cel de dominantd in 37,50 % (25,0
% DPI, 12,50 % DPS) dintre variantele de studiu. De
asemenea, intr-un numar mai mic de cazuri - 12,50 %
a fost stabilit si modelul de DI.

Analiza separat pe gene a pus in evidenta majo-
ritatea cazurilor de SUD in faza de tetrade si doar in
cazul celor din grupul RRR. Se remarcd OGG prin
mentinerea modelului de SUD in trei faze (D, T, M).
In contrast, cele mai multe cazuri de SD sunt la genele
cu functii in activitatea si morfogeneza mitocondriilor
in unele faze (VDAC, P-T; ADLC, P si D; MYH, P si
WHY?2, D) sau in toate patru, de exemplu, la gena MSP.

DPI se identificd predominant in expresia genelor
in doua faze: pachiten §i microspor, si doar in cazul
MSHS, pe intreaga perioadd analizatd, cu exceptia
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fazei de tetrade (SUD). Modelul DPS s-a observat la
genele: OGG, OSB2 si ENDOL1 in pachiten, MTSSB in
diviziuni, WHY2 in faza de tetrade, iar la gena MMH
atat in faza de tetrade, cat si de microspor.

In cadrul acestui experiment, cele mai multe ca-
zuri de DI (4 din 7) au fost identificate in faza de mi-
crospor a anterelor de floarea-soarelui.

In concluzie, un singur model de expresie a gene-
lor in toate cele patru faze ale microsporogenezei ana-
lizate la hibridul F, cu fenotip fertil a fost identificat
doar la o singurd gend - MSP (SD). In contrast, cele
mai multe modele de expresie diferite sunt constatate
la 3 gene, toate din grupul de analiza RRR: MYH (SD,
DPI, SUD, DI), OSB2 (DPS, A, SUD, DI) si WHY2
(DPL SD, DPS, A).

De asemenea, au fost remarcate diferente in mo-
delele de expresie genica in functie de faza microspo-
rogenezei. De exemplu, in pachiten predomind mode-
lele de dominantd parentala DPS/DPI, in diviziuni -
de SD si expresia aditivd, in faza de tetrade — SUD, iar
in faza de formare a microsporilor - DI si DPI. In cele
mai multe cazuri, linia Drofa ASC a fost identificata ca
pdrinte superior.

Trebuie specificat si faptul ca nu a fost constatata
o asociere dintre un anumit model in expresia genelor
mostenite de hibrid si diferentele de expresie dintre li-
niile parentale. De exemplu, in anterele hibride au fost
relevate diferite modele de expresie in cazul genelor
cu valori de expresie mai mari la linia materna fata de
cea paterna.

Modificarea modelelor de expresie a genelor la
Drofa F, cu fenotipul steril (ASI-AG,) al anterelor.
La plantele cu fenotipul steril al anterelor, ca raspuns la
tratamentul cu AG,, cele mai multe cazuri (F,-ASI/F )
sunt de subexpresie — 35,71 % si doar 16,0 7% - de
supraexpresie (figura 3, A). Majoritatea efectelor de
subexpresie sunt in faza de tetrade, in special la cele 11
gene din grupul RRR. Nu toate genele RRR au prezen-
tat acelasi raspuns transriptional. De exemplu, efectul
de inhibare indus de AG, a fost observat doar la etapa
de formare a tetradelor, asa cum este in cazul OGG,
MYH, MSH1 si MSH5, sau in mai multe faze ale mic-
rosporogenezei: OSB3 (P, D, T), MMH (D, T), NTH
(B, T) si Reca (T, M).

Un rdspuns comparativ mai eterogen atat in aspect
cantitativ, cat si calitativ, a fost pus in evidentd prin
variatia continutului de transcripti Why: efect de su-
bexpresie in faza T urmat de supraexpresie in faza M.
Similar se constata si la gena ENDO1: supraexpresie
in fazele P si D, subexpresie in T si iardsi supraexpresie
in faza M.

Spre deosebire de primul grup de gene analizat,
raspunsul celor din grupul OMM este mult mai ete-
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Figura 3. Expresia diferentiata a genelor Drofa F1* (ASI-AG3) vs Drofa F1 (A) in pachiten (P), diviziuni (D), tetrade (T)
si microspor (M). Ponderea (%) modelelor de expresie a genelor la Drofa F1* (ASI-AG3) (B).

rogen, cu valori tranzitorii pe intreaga perioada ana-
lizata. De exemplu, in cazul transcriptilor VDACI si
MSP1 este supraexpresie in pachiten (LOG,(FC) = 2),
un efect puternic de subexpresie (LOG,(FC) = [-5;-6])
in faza de diviziuni care scade in intensitate in faza de
tetrade, astfel incat, la etapa de formare a microsporilor
din nou este supraexpresie (LOG,(FC) = [0,7; 0,9]).

Trebuie mentionat ca valorile mici ale continutu-
lui de transcripti ca rezultat al unor efecte de subex-
presie de intensitate mare, in cazul genelor cu functii
RRR, au fost observate in faza de tetrade, iar a celor
cu functii OMR, mai devreme, in etapa de diviziuni a
meiocitelor.

Analiza comparativd a modelelor de expresie ge-
nicd in anterele hibridului cu androsterilitate indusa
de AG, cu cele ale hibridului cu fenotip fertil a relevat
modificarea acestora in 30 dintre 56 de variante studi-
ate (figura 3, B). Numarul de cazuri de expresie trans-
gresiva cu model SUD s-a micsorat (de la 11 la 3), dar
s-a majorat cel al cazurilor cu model aditiv (de la 6 la
11) si DPI (de la 14 la 18 cazuri). Respectiv, la hibridul
cu fenotip ASI-AG, se diferentiaza anterele in fazele D
si M cu aceleasi modele de expresie genica pretrata-
ment in 9 dintre 14 cazuri de analiza. Cele mai multe
modificiri ale modelelor de expresie sunt identificate
in faza de tetrade (la 11 dintre 14 gene) si pachiten (la
9 dintre 14 gene).

Astfel, efectele de subexpresie a genelor RRR in
faza de tetrade a anterelor la plantele hibride cu fe-
notip ASI-AG, sunt asociate cu modificarea modelu-
lui SUD in cele cu DPS/DPI, A, DI si SD. Nu a fost
constatata o tendintd generald de asociere a efectului
indus de giberelina (supra/subexpresie) cu modifica-

rea modelului de expresie fata de cel stabilit la plantele
hibride cu fenotip fertil. De exemplu, in cazul genelor
din categoria OMM, la variantele cu model SD (pachi-
ten), dupa tratare a fost identificat DPI, DPS si A, toate
asociate cu un raspuns de supraexpresie. In contrast,
acelasi tip de model SD rdmane neschimbat post-tra-
tament, insa efectul este unul puternic de subexpresie.

In concluzie, fenotipul steril al anterelor plantelor
hibride, produs prin tratarea cu AG, a inflorescentei in
faza de butonizare, este relationat cauzal cu modificari
in modelele de expresie alelica a genelor in decursul
microsporogenezei.

DISCUTII

Cunoasterea polimorfismului de expresie este
esentiala pentru intelegerea proceselor complexe in
activitatea genelor si a factorilor de reglare. O peri-
oada indelungata de timp s-a considerat [21] cd ex-
presia genelor la plante este reglata spatial si temporal
intr-un mod dependent de faza ontogeneticd, de tesut/
organ, cu caracteristici generale, comune, ce pot fi pre-
cis definite.

Diferentele de expresie dintre hibrid si liniile
parentale. Investigatiile efectuate indica o pondere
mare, de 69-71 %, a cazurilor de expresie diferentiata a
14 gene din profilul a doua linii parentale homozigote
si a hibridului Drofa F, in aceleasi etape ale micros-
porogenezei. Aceste rezultate sunt in acord cu datele
transcriptomice la diferite specii de plante: porumb
[5; 22], orez [21], soia [8], arabidopsis [23] si demon-
streaza ca activitatea de transcriptie in ontogeneza va-
riaza larg la diferite genotipuri.
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Cauzele polimorfismului de expresie genica sunt
multiple. De exemplu, alelele parentale mostenite de
hibrid in stare homozigota pot avea o expresie dife-
rentiata, indicand variatii trans-regulatorii si efecte
aditive in manifestarea fenotipului. Alelele in combi-
natie heterozigota in acelasi genom, de asemenea, pot
fi exprimate diferentiat, relevand activitate de reglare
cis- sau variatii de expresie specifica alelei [5; 22]. Ast-
fel, modelele de expresie a genelor la hibrizi sunt de-
terminate de combinatii complexe si de efecte asime-
trice ale factorilor parentali divergenti trans- reglatori,
rezultand activarea/inactivarea transcriptiei alelelor.
Particularitétile specifice ale raspunsului transcripti-
onal dupa hibridizare sunt determinate si de compa-
tibilitatea retelelor de reglare a genelor. Prin urmare,
cu cat genomurile parentale sunt mai asemanatoare,
cu atat probabilitatea ca factorii de transcriptie sa fie
compatibili cu situs-urile de legare este mai mare.

Cercetirile axate pe contributia efectelor de reg-
lare cis- si trans- in polimorfismul transcriptional si,
respectiv, in generarea modelelor de expresie aditiva/
neaditiva la hibrizii heterotici la diferite specii de plan-
te [3; 4; 5; 7; 8; 21; 22; 23] au pus in evidentd faptul cd
heterozisul este rezultatul mai multor modele de ex-
presie in combinatii diferite, in functie de tesut/organ
si faza de dezvoltare, chiar in cadrul aceleiasi specii.

In acord cu aceste concluzii sunt si datele obtinute
ce au aratat in 89,3 % dintre cazuri o expresie diferen-
tiatd a genelor cu efecte neaditive, indicand diferente
genomice semnificative dintre liniile parentale homo-
zigote (Drofa R, si Drofa ASC) si genotipul heterozigot
Drofa F , in al cirui profil de transcripti se evidentiaza
mai multe modele de expresie. O pondere mai mare si
aproximativ egala revine la doua dintre ele: modelul
transgresiv — 39,28 % (19,64 % - SUD si 19,64 %- SD)
si de dominantd parentala 37,50 % (25,0 % - DPI si
12,50 % — DPS). Mai mult ca atét, au fost remarcate
diferente in modelele de expresie genici in functie de
faza microsporogenezei. Modelul transgresiv de supra-
dominantd a fost constatat, preferential, intr-o singura
faza a microsporogenezei, atunci cand la fenotipurile
fertile se formeaza tetradele de microspori, si doar in
cazul genelor asociate proceselor de replicare, recom-
binare si reparare a leziunilor ADN. Tot la aceste gene
au fost identificate cele mai multe modele de expresie,
de exemplu la: MYH (SD, DPI, SUD, DI), OSB2 (DPS,
A, SUD, DI) si WHY2 (DPL SD, DPS, A), fapt suges-
tiv pentru variatii trans- regulatorii. Contrar, modelul
de subdominantd sau dominanté a périntelui inferior
s-a remarcat in expresia genelor implicate in activita-
tea si organizarea morfo-functionald a mitocondriilor
pe intreaga perioada a microsporogenezei, sugerand
mai mult variatii cis- regulatorii. Aceste rezultate de-
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monstreaza caracterul destul de dinamic al modelelor
de expresie a genelor studiate, histo-specific conform
fazei ontogenetice, in cazul de fata — dezvoltarea ga-
metofitului masculin.

In pofida acumulirii datelor stiintifice care indica
o asociere dintre modelele de supra/subdominanta cu
efectul de performanta hibridd, nu se cunoaste cu cer-
titudine dacd acestea influenteaza direct, fiind o cauza
in manifestarea heterozisului, sau reprezinta consecin-
tele acestui fenomen complex.

O altd concluzie relevanta a rezultatelor discutate
in lucrarea daté consta in faptul ca nu a fost identificat
un anumit model de actiune a genelor la Drofa F, re-
lationat cu acelasi tip de diferente cantitative/calitative
de expresie dintre liniile consangvinizate. De exemplu,
in cazul unor gene cu valori mai mari de transcripti la
linia materna vs paterna au fost relevate modele diferi-
te de expresie la hibrid.

In unele studii pe hibrizi de porumb a fost consta-
tatd dominanta parentala la genele cu supraexpresie la
linia materna vs paternd si modelul aditiv in cazul su-
perioritatii valorilor la linia paterna [24]. Tot la aceas-
ta cultura agricold a fost relevatd o tendintd de menti-
nere a expresiei aditive la majoritatea genelor (63,9 %)
studiate in doud etape de dezvoltare a inflorescentei,
in contrast cu modelul neaditiv, care ulterior se mo-
difica in aditiv [25]. Autorii [25] cercetérii au conclu-
zionat ca expresia diferentiata a genelor parentale este
determinatd preponderent de variatia factorilor cis- de
reglare, datoritd cdrui fapt in genomul hibrizilor se
mentine nivelul de expresie specificd alelei, rezultand
modele de expresie aditiva corelate pozitiv cu efec-
tul de heterozis. Contrar, in unele investigatii pe mai
multe genotipuri ale aceleiasi specii [24; 26; 27], sau
diferite [3; 6; 8] a fost sugerat ca modelul dominant si
cel transgresiv (supra- si subdominant) este asociat cu
trasaturile de superioritate hibrida.

Variaza larg si ponderea procentuald a genelor cu
expresie diferentiatd aditiva sau neaditiva la hibrizii F,
a diferitor specii. De exemplu, la unii hibrizi de orez
doar 5,9 % dintre genele studiate au fost exprimate di-
ferentiat [28], pe cand la lucerna heterozisul vegetativ
a fost asociat cu majoritatea genelor expresate diferen-
tiat [29]. Polimorfismul de expresie in diferite tesuturi
si organe ale aceleiasi plante hibride, de asemenea, a
fost relationat cu diferentele semnificative in nivelul
de heterozis [30].

Asadar, este evident ca rezultatele cercetirilor
privind modelele de expresie in relatie cauzald cu
fenomenul de crestere a vigorii hibride rareori sunt
convergente si difera in functie de un anumit caracter
sau insusire fiziologicd. Aceste neconcordante in re-
zultatele stiintifice se pot datora actiunii corelative a
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genelor codificatoare de proteine, foarte diverse func-
tional, cu rol in manifestarea fenotipica a caracterului
(heterozis pozitiv sau negativ). De exemplu, la orez
[21] a fost stabilit un numar mult mai mare de sec-
vente expresate (Est-uri) asociate cu heterozis negativ,
decat cu cel pozitiv. Genele care codificd proteine im-
plicate in procese de replicare si reparare ADN au fost
asociate, in mare parte, cu heterozis pozitiv, iar cele
cu functii in metabolismul carbohidratilor, protei-
nelor, lipidelor, precum si proceselor energetice s-au
evidentiat prin heterozis negativ. Rezultate similare
au fost obtinute si in cazul genelor cu functii in pro-
cesele de transcriptie, transducere a semnalelor, re-
zistentd, transportul substantelor, metabolismul ami-
noacizilor, care au prezentat asociere atat cu heterozis
pozitiv, cat si negativ [21; 22; 30]. Mai mult ca atat, au
fost remarcate si grupuri de gene care, fiind implicate
in realizarea aceluiasi proces biologic, si-au modificat
activitatea in urma hibridizarii la arabidopsis si po-
rumb [27; 30]. Tot in acest context se mentioneaza
si datele transcriptomice obtinute in cazul hibrizilor
Senecio S. x baxteri, la care genele implicate in acti-
vitatea mitocondriilor, in special, cele care codifica
subunitatile ATP sintetazei, precum si 8-oxoguani-
ne-DNA glycosylase 1 (OGG1) cu functii in repararea
leziunilor ADN au fost toate supraexpresate fatd de
ambele forme parentale [3]. In acord cu rezultatele
stiintifice mentionate sunt si cele descrise in prezenta
lucrare, fiind constatat modelul SUD in cazul expre-
siei ARNm-OGG]1 (GE502158.1) in anterele hibridu-
lui Drofa in trei faze ale microsporogenezei din cele 4
studiate (D, T, M).

Astfel, datele de expresie diferentiatd a unor gene
in microsporogeneza plantelor de floarea-soarelui cu
genotip homo- si heterozigot ale combinatiei hibride
Drofa sunt convergente cu cele din literatura si suge-
reaza susceptibilitatea diferita la hibridizare a genelor
care codifica proteine asociate proceselor de modificare
a secventei de nucleotide, diviziunii celulare, activitatii
mitocondriilor, dezvoltarii organelor generative etc.

Modificarea modelelor de expresie genica la hi-
bridul cu fenotip ASI-AG,. Eterogenitatea si intensi-
tatea variabild a factorilor de mediu sporesc complexi-
tatea mecanismelor de semnalizare celulard, rezultand
polimorfisme inalte de expresie genica, ceea ce duce la
dificultati in asocierea specificd cu un anumit fenotip
de interes. Astfel, integrarea datelor transcriptomice
ale interactiunilor genotip-mediu si din varii siste-
me-model cu fenotipuri contrastante este relevantd in
stabilirea unor elemente specifice sau comune, asa ca
gene cu activitate transcriptionala relativ constantd in
diferite medii de crestere sau la diferite genotipuri in
acelasi context de semnalizare.

Din aceastd perspectiva, un alt obiectiv de interes
este de a determina daci, si in ce mésurd, sunt influen-
tate modelele de activitate a genelor studiate la plantele
hibride in conditii de stres indus prin varii tratamente
chimice sau excitanti abiotici/biotici cu efect de mo-
dificare a fenotipului anterelor din fertil in steril. Im-
portanta acestor investigatii este argumentata si de fap-
tul cd micro-sporogeneza/gametogeneza la actiunea a
varii factori de stres raspunde prin reducerea partiald
sau completd a fertilitatii. Totodata, la diverse specii de
plante [31; 32; 33], inclusiv floarea-soarelui [34; 15], a
fost demonstrat rolul giberelinelor in dezvoltarea pole-
nului, astfel incét afectarea cailor de semnalizare gibe-
relinica a rezultat fenotipul steril.

In acest studiu de expresie a genelor in anterele
Drofa F, cu fenotip steril indus prin tratament cu AG,,
in comparatie cu cel al anterele fertile la acelasi hibrid,
a fost constatat un numar mare de cazuri de subex-
presie (35,7 %) si comparativ mai mic de supraexpre-
sie (16,1 %). Trebuie mentionat ci efectul inhibitor
al giberelinei asupra activitatii genelor implicate in
activitatea si organizarea morfo-functionald a mito-
condriilor s-a manifestat mai devreme (in etapa de
diviziuni a meiocitelor) comparativ cu cele cu func-
tii in replicarea, recombinarea si repararea ADN-ului
(tetrade). Respectiv, efectele tratamentului hormonal
se reflectd si la nivelul modelelor de expresie alelicd
a genelor parentale mostenite, prin modificarea aces-
tora in 53,57 % dintre variantele de studiu, cele mai
multe la faza de tetrade si pachiten. Numarul cazurilor
de expresie transgresiva s-a micsorat si a crescut cel
cu model aditiv si de dominanta a parintelui inferior.
Nu a fost constatata o asociere directa dintre efectul de
sub-/supraexpresie si variatia modelelor de activitate a
genelor la hibridul cu fenotip ASI-AG,.

Modificarea modelelor de expresie genica la hibri-
dul cu fenotip ASI-AG, sugereaza potentiale variatii
in regiunile de reglare cis-, in interactiunile cu factorii
de transcriptie sau ARN-uri reglatoare (trans-), ca ras-
puns la stresul indus. Anterior a fost demonstrat ca la
genele cu modificari ale stdrii de echilibru (norma) si
variatii cis-reglatorii sunt valori mai mari ale diferen-
telor de expresie (FC) intre liniile consangvinizate pa-
rentale decét in cazul celor cu variatii trans-regulatorii
[35; 365 37].

Conform unor cercetiri efectuate de A. Waters si
colab. [4], genele cu variatii trans-regulatorii in nor-
ma au prezentat variatii cis- regulatorii in conditii de
stres. Contrar, in cazul genelor cu variatii de reglare
cis- in norma, s-au mentinut preponderent acelasi tip
de reglare si sub actiunea factorilor de stres, fiind re-
levate si putine exemple de reglare trans. De remarcat
faptul ci in alte investigatii pe plantule de porumb [4],
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analiza contributiei variatiei de reglare cis- si trans- in
raspunsul diferentiat dintre liniile parentale si hibrid
sub actiunea stresului termic indus nu a fost eviden-
tiatd o prevalentd categoricd pentru un anumit tip de
reglare. Totusi, in cazul unor factori de transcriptie
din familia MYB si NAC au fost constatate doar varia-
tii in elementele de reglare cis.

Se considera ca variatiile alelice asociate cu expre-
sia sensibila la stresul indus intr-un mod controlat sau
cel de mediu ar putea fi cauzate de pierderea receptivi-
tatii pentru una dintre alele, precum si de dobéndire a
unei noi capacititi de raspuns fatd de anumite semna-
le, datoritd polimorfismului (mutatii mononucleotidi-
ce sau deletii) in situsurile de legare pentru factorii de
transcriptie sensibili la stres [10; 23; 38].

Prin urmare, rezultatele prezentei cercetdri con-
tribuie cu noi informatii privind confirmarea functiei
unor gene candidat la floarea-soarelui, natura dina-
micd a activitatii genelor, a variatiilor reglatorii tisu-
lar specifice, precum si a schimbarilor fiziologice de
adaptare la factorii de stres. Elucidarea cauzalitatii
dintre polimorfismele in transcriptom si diversitatea
fenotipicd raiméne un obiectiv de actualitate pentru a
avansa in intelegerea si expresia efectelor de heterozis
in diferite conditii de crestere.

CONCLUZII

» Toate 14 gene candidat codificatoare de protei-
ne cu functii in procesele de replicare, recombinare si
reparare ADN, organizare morfo-functionald si acti-
vitate a mitocondriilor au fost expresate diferentiat in
microsporogeneza la liniile parentale consangvinizate
si hibridul de floarea-soarelui Drofa cu performanta
heterotica.

= A fost stabilitd ponderea mare a diferitor modele
de expresie neaditiva si transgresiva la plantele hibri-
de, relevand divergenta genetica si polimorfismele de
expresie la liniile parentale.

= Fenotipul steril al anterelor plantelor hibride ob-
tinut prin tratare cu giberelina a inflorescentei in faza
de butonizare este relationat cauzal cu modificdri in
modelele de expresie alelicd a genelor in diferite faze
ale microsporogenezei. Numarul cazurilor de expresie
transgresiva s-a micsorat si a crescut cel cu model adi-
tiv si de dominanta a parintelui inferior.

*» Investigarea modificdrilor neaditive in activi-
tatea de transcriptie a genelor la plantele heterozi-
gote contribuie cu informatii relevante pentru o mai
buna intelegere a fenomenului de heterozis, precum
si a plasticitatii fenotipice in rdspunsul adaptiv la varii
factori de stres ce pot afecta procesul reproductiv si,
astfel, potentialul de recolta al plantelor.
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