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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 reprezintă o caracteristică larg răspândită în regnul vegetal, fiind observată la peste 150 

plante [1] şi constituie incapacitatea plantelor de a produce polen funcţional, drept rezultat al blocării procesului 
de microsporogeneză la diverse etape – premeiotică [2] sau postmeiotică [3] – ale acestuia. Sterilitatea mas-
culină la floarea-soarelui a fost descoperită în 1929 de către A.I. Kupţov [4]. 

Se cunosc mai multe tipuri de androsterilitate (AS), precum: 
 AS nucleară, determinată de genele recesive ms, care se moştenesc mendelian, şi este înlănţuită cu genele 

antocianice [5]; 
 AS indusă sau modificaţională, prin aplicarea exogenă a diferitelor gametocide, în special a gibereli-

nelor [7], care s-a folosit la prima etapă de ameliorare a florii-soarelui la heterozis; 
 AS citoplasmatică (ASC), care la floarea-soarelui este de natură aloplasmică, fiind obţinută experimental 

pentru prima dată în Franţa în rezultatul hibridizării interspecifice între speciile sălbatice filogenetic distanţate 
H.petiolaris şi H.annuus [8].  

Acest tip de androsterilitate, numit PET1, este utilizat pe larg în practica de ameliorare a florii-soarelui. 
Datorită folosirii aproape exclusive a acestei surse de androsterilitate citoplasmatică (ASC) pentru obţinerea de 
seminţe hibride, toţi hibrizii din cultură sunt puternic înrudiţi, cel puţin în ceea ce priveşte citoplasma lor. 
Însă, exploatarea unui singur tip de ASC pentru producerea hibrizilor duce la unificarea germoplasmei şi la 
reducerea bazei genetice a materialului ameliorativ, ceea ce determină pierderea unor caractere agronomice 
valoroase, creşterea vulnerabilităţii faţă de condiţiile variate ale mediului [9] şi generalizează dificultăţi legate 
de restaurarea ineficientă a androfertilităţii [10].  

Astfel, a fost stabilită influenţa fotoperioadei asupra stabilităţii ASC şi restaurării androfertilităţii la porumb [11]. 
Influenţa factorilor de mediu s-a atestat, de asemenea, asupra dezvoltării polenului la hibrizii F1, creaţi în 
baza diferitelor tipuri de ASC [12-15]. Creşterea gradului de sterilitate la liniile A (ASC) şi liniile B (men-
ţinătoare) odată cu mărirea temperaturii (33-36°C) şi a duratei zilei s-a constatat la bumbac [16]. 

La floarea-soarelui s-a demonstrat că, în dependenţă de sursa de ASC, plantele se caracterizează printr-o 
normă de reacţie şi o stabilitate diferită a gradului de sterilitate faţă de condiţiile mediului extern [17,18].  
A fost stabilită creşterea numărului de plante sterile şi un nivel al variabilităţii caracterului cercetat mai mare 
la floarea-soarelui la testarea hibrizilor în semănatul de vară, comparativ cu cultura obişnuită de primăvară [19], 
androsterilitatea de tip lenticularis fiind mai puţin stabilă. Christov (1993) [20] a evaluat performanţele 
agronomice pentru 9 genotipuri hibride, provenite din 13 surse de  ASC, printre care şi PET1, şi a stabilit 
importanţa efectelor nucleare şi citoplasmatice pentru caracteristicile biologice studiate: înălţimea plantelor, 
diametrul capului şi conţinutul în ulei (Tab.1). Principalele concluzii confirmă prevalenţa efectelor nucleare 
asupra celor citoplasmatice şi puternicele interacţii nucleu-citoplasmă. 
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Tabelul 1 

Efectele cauzate asupra anumitor caractere, determinate de citoplasma PET1 
 

Caracterul afectat Efectul observat Exemple de alte tipuri 
de ASC cu efect similar 

Cantitatea de sămânţă Efecte negative ANN2, ANN4, PET2, MAX1 
Inălţimea plantelor Creşterea plantelor în înălţime ANN1, ANN2, PET2 
Conţinutul în ulei Efecte negative ANL2, PET2 

Perioada de inflorire Creşterea duratei înfloririi ANL2, ANN1, ANN4, ANO1, 
BOL1, MAX1 

 
Efectele liniilor androsterile asupra unor caractere de importanţă agronomică sunt în general reduse, uneori 

determinând efecte negative.  
A fost stabilită susceptibilitatea unor tipuri de ASC la diferite specii faţă de patogeni. La Pennisetum 

glaucum a fost demonstrată susceptibilitatea înaltă a majorităţii liniilor cu ASC la atacul Claviceps fusiformis 
[21], iar epifitotiile largi, provocate de Helminthosporium maydis şi Phyllosticta maydis, care au adus pierderi 
globale de producţie agricolă, reduc practic totalmente utilizarea androsterilităţii citoplasmatice de tipul 
Texas (T) în crearea hibrizilor de porumb [22-24].  

De aceea, una dintre problemele de bază ale amelioratorilor este diversificarea surselor de androsterilitate 
citoplasmatică în crearea hibrizilor şi cultivarea hibrizilor creaţi pe bază de diverse tipuri şi surse de ASC [25,26]. 

Astăzi la floarea-soarelui sunt cunoscute peste 60 surse de sterilitate citoplasmatică masculină [3,27], 
create în baza a cca 20 specii din flora spontană [28], care se deosebesc atât după mecanismul molecular de 
geneză [29], cât şi după mecanismul hibridologic de restaurare a fertilităţii polenului în F1 [19]. Aceste surse 
de androsterilitate citoplasmatică pot şi trebuie utilizate la crearea hibrizilor înalt productivi. Însă, valorificarea 
acestora necesită cercetări ample atât în ce priveşte selectarea şi identificarea liniilor restauratoare şi a me-
canismelor de restaurare a fertilităţii pentru aceste noi surse de ASC, cât şi stabilitatea manifestării sterilităţii 
în dependenţă de diferiţi factori biotici şi abiotici, identificarea genelor mitocondriale asociate cu androsteri-
litatea citoplasmatică, a nivelului de expresie şi a gradului de sterilitate – cercetări necesare nu doar pentru 
tipizarea surselor existente, ci şi pentru utilizarea lor eficientă pe sectoarele de hibridare. 

 
Material şi metode 

Schema de analiză a inclus câte 50 seminţe ale formelor materne a trei hibrizi de perspectivă: Drofa, Valentino, 
Xenia. Materialul semincier a fost oferit de AŞP „Magroselect” SRL (or. Soroca).  

ADN-ul a fost extras din plantule etiolate germinate timp de 4 zile (în termostat, 25ºC) cu reactivul-kit 
DNA-zol (Gibco BRL) conform protocolului propus de producător. Calitatea şi cantitatea de ADN utilizat ca 
matriţă în reacţia PCR a fost apreciată empiric prin electroforeză în gel de agaroză de 1%. 

Amplificarea PCR a avut loc cu ajutorul primerilor specifici elaboraţi anterior prin programul de selecţie 
Primer3 pentru orfH522 (5`-3`) [30]: 

 

sens GGCGCACTCTCTTTTTCTGT 
antisens CTTGAATGGCAGTGGTGATG 

 

Mediul de reacţie PCR a inclus: 25-50 ng ADN; 50 pmol primeri; dNTP 200 µM; MgCl2 2,5 mM; 1X PCR 
tampon, Tag-DNA polimeraza (Rusia) 1,5 U/reacţie, volumul toatal – 25 µl. A fost utilizat amplificatorul 
Corrbett Thermal Cycler cu următorul program: 2 min. la 95ºC urmat de 40 cicluri: 30 sec. la 95ºC, 1 min. la 
59ºC, 2 min. şi 30 sec. la 72ºC. Ampliconii au fost analizaţi în gel de agaroză de 1,5% cu etidium bromid 
(0,4 µg/µl) în prezenţa markerilor ADN (100–1000 pb) conform protocolului standard [31]. 

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

Testarea s-a realizat pe ADN-ul izolat dintr-o singură plantulă, incluzând în total 50 plantule pentru fiecare 
formă maternă, o plantulă de forma paternă în calitate de control negativ şi o plantulă a genotipului hibrid de 
primă generaţie, pentru controlul pozitiv.  
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Rezultate şi discuţii 

Ameliorarea plantelor de cultură, asistată de markeri moleculari, asigură eficienţa şi rapiditatea în reali-
zarea programelor de selecţie. Rezultatele prezentate în acest articol vizează estimarea gradului de sterilitate 
împreună cu evaluarea calităţii biologice a seminţelor la formele materne de floarea-soarelui, utilizând tehnicile 
de biologie moleculară, combinate cu experimentul în câmp. 

Fiind asociată cu prezenţa secvenţei orfH522 în genomul mitocondrial, androsterilitatea citoplasmatică 
poate fi evaluată cu succes cu ajutorul tehnicii PCR în baza primerilor specifici. Acest fapt a determinat 
realizarea cercetării şi implementarea determinării ASC în baza primerilor orfH522, în acelaşi rând estimarea 
gradului de sterilitate pentru genotipurile de floarea-soarelui. 

La prima etapă a cercetărilor, dat fiind faptul că, pentru a fi utilizată în programele de selecţie, modalitatea 
de estimare a gradului de sterilitate trebuie să fie relativ uşoară, rapidă şi exactă, a fost necesar de a adapta 
extragerea ADN şi condiţiile realizării tehnicii PCR. Pentru o estimare corectă a parametrilor se presupune 
analiza individuală a unui număr de cel puţin 50 de plantule. De aceea, a fost utilizat kit-ul DNA-zol, care 
permite extragerea rapidă a ADN. Ulterior, a fost important de a verifica calitatea ADN extras, ceea ce a fost 
realizat prin electroforeza în agaroză 1% (Fig.1). 

În rezultatul evaluării calităţii ADN-ului, pentru analizele ulterioare au fost selectate 42 probe ale geno-
tipului matern Xenia, 33 probe pentru Drofa şi 27 pentru Valentino. Calitatea ADN este importantă, deoarece 
influenţează realizarea PCR. Probabilitatea ruperii ADN în zonele de interes nu va duce la amplificarea 
fragmentului orfH522. Primerii utilizaţi sunt lungi; fiind specifici, aceştia necesită fixare complementară cu 
fragmentul întreg al ADN-ului ce prezintă interes. Aceşti primeri produc un amplicon de 321 pb, care ser-
veşte în calitate de marker al prezenţei genei orfH522 în genomul mitocondrial.  

 

 
 
Dat fiind faptul că rezultatul obţinut indică doar asupra prezenţei restructurării în genomul mitocondrial, 

acesta nu permite diferenţierea genotipurilor. Astfel, genotipurile hibride trebuie la fel să se caracterizeze 
prin prezenţa ampliconului de 321 pb, deoarece materialul genetic citoplasmatic se transmite de la linia maternă. 
Observaţiile au demonstrat că toţi hibrizii se caracterizează prin amplificarea regiunii orfH522. Genotipurile 
paterne, caracterizate prin gena nucleară Rf şi lipsa orfH522, s-au manifestat (aşa cum s-a aşteptat) prin lipsa 
ampliconului. 

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

100⋅=
N

N
GS A , 

unde: NA – numărul de probe care au dat rezultat pozitiv; N – numărul total de probe analizate, exprimat   
în % (Tab.2). 

   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13  14  ♂  F1 

A 

B 

C 

       1      2      3      4       5      6       7      8      9      ♂       F1 

   1     2     3      4     5      6      7      8      9    10   11    ♂  F1 

Fig.1. Electroforeza în gel de agaroză 1% a ADN total (4 µl) din trei familii de Helianthus annuus L.: 
Xenia (A); Drofa (B); Valentino (C). Cu cifre sunt indicate genotipurile ♀. 
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Tabelul 2 
Gradul de sterilitate (GS) estimat la diferite genotipuri materne  

în baza primerilor pentru orfH522 

Genotipul Xenia Drofa Valentino 
Numărul total  
de probe 

Numărul 
de probe 

amplificate

42 
 
 

42 

33 
 
 

30 

27 
 
 

21 

GS 100% 91% 78% 
 

În cazul în care considerăm probele în calitate de un eşantion comun, se va obţine un nivel de sterilitate 
medie a genotipurilor materne – de 89,7%. 

Testările în câmp efectuate de selecţionerii AŞP „Magroselect” SRL au demonstrat un grad de sterilitate 
între 71 şi 96% pentru liniile cercetate (Tab.4). Toate liniile au manifestat un grad de sterilitate mai înalt, 
fiind determinat de condiţiile de laborator. Aceasta poate fi explicat prin faptul că printre seminţele acestor 
linii au existat impurităţi, precum plante netipice, care nu sunt caracteristice genotipului dat. Această pre-
supunere este susţinută şi de valoarea purităţii genetice a liniilor studiate. În câmp liniile respective s-au 
caracterizat prin 80–94% de puritate genetică. Cercetările anterioare asupra estimării purităţii genetice a 
liniilor în baza heliantininei au demonstrat valori net mai înalte – între 96 şi 100% (date nepublicate). 

 

Tabelul 3 
Puritatea genetică (GS) şi de sterilitate (GS) estimată la diferite genotipuri materne  

în urma testării în câmp 
Genotipul  Plante sterile tipice Plante fertile tipice Plante netipice PG, % GS, % 

41 2 2 95,6 95,4 
58 3 5 92,4 95,1 
- - - - - Xenia 

 94,0 95,5 
66 8 5 93,7 83,5 
64 3 7 90,6 86,5 
60 2 8 88,6 85,7 Drofa 

 91,0 85,2 
66 3 24 74,2 71 
65 7 21 77,4 69,9 
75 15 12 88,2 73,5 Valentino 

 79,9 71,5 

Fig.2. Electroforeza în gel de agaroză 1,5% a ampliconilor la trei familii de Helianthus 
annuus L.: Xenia (A) ♀– 1-14; F1–15; ♂–16; Drofa (B) ♀– 1-11; F1–12; ♂–13;  

Valentino (C) ♀– 1-9; F1–10; ♂–11. 

321pb 

A 
M   1     2     3    4     5    6     7    8    9   10  11  12  13  14  15 16 

0,5_ 
 

0,3_ 

B 
M    1    2     3      4      5      6     7      8     9    10    11   12   13

0,5_ 
 

0,3_ 

C 
M      1       2       3       4      5       6       7      8      9     10      11  

0,5_ 
 

0,3_ 

321pb 

321pb 
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Deşi analiza în baza parametrilor morfologici sau biochimici, precum spectrul heliantininei, nu determină 
direct gradul de sterilitate, aceasta este o caracteristică importantă a liniilor studiate. Totodată, trebuie de luat 
în consideraţie faptul că în urma testărilor din câmp se analizează toate plantele semănate în baza parametrilor 
lor morfologici. Aceasta poate determina atribuirea anumitor plante la nespecifice, fiind excluse din analiză. 
Testele de laborator se efectuează asupra seminţelor, care se află la păstrare, astfel nefiind supuse acţiunii 
mediului înconjurător. 

Dependenţa manifestării androsterilităţii citoplasmatice de influenţa factorilor mediului înconjurător a 
denaturat corespunderea datelor obţinute în câmp şi în laborator. Astfel, estimarea corectă a gradului de steri-
litate şi utilizarea lui în programele de selecţie este strict legată de cunoaşterea acţiunii condiţiilor mediului 
extern şi, în special, a mecanismului de manifestare ASC.  

Lipsa amplificărilor specifice ale anumitor probe este determinată, probabil, de problema tehnică, deoarece 
unele probe prezintă şi amplificări nespecifice (Fig.2, A 3-5-6-8-14; C 5-6). Totodată, este necesară cercetarea 
mai largă a genotipurilor hibride pentru a verifica prezenţa genei pentru ASC în plasmonul lor.  

Totuşi, utilizarea tehnicii PCR în baza primerilor specifici prezintă mai multe avantaje faţă de aplicarea 
celor nespecifici. Tehnica RAPD implementată pentru testarea genotipurilor parentale, în general [32], şi a 
celor feminine ASC, în special, este bazată pe un set de primeri [33], iar rezultatele posedă reproductibilitate 
joasă [34]. Astfel, primerii specifici pot fi utilizaţi cu succes la stabilirea prezenţei androsterilităţii citoplas-
matice la liniile de floarea-soarelui. Reuşita implementării unor astfel de mecanisme de control în progra-
mele de selecţie asigură utilizarea cu succes a plantelor cu ASC, fiind un mijloc relativ ieftin de obţinere a 
hibrizilor înalt productivi cu puritate înaltă.  
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