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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Problema rezistentei si receptivitatii plantelor la factorii nefavorabili
de mediu este consideratd a fi de o maximd importantd atit pentru stiinta biologica
contemporand, cat si pentru sectorul de producere al plantelor de culturd. Aceastd prerogativa
este determinatd de cerintele actuale ale societatii, de promovare a agriculturii eficiente cu
utilizarea culturilor rezistente la diferiti factori. Prin rezistenta fatd de patogeni se subintelege
insusirea organismului de a suporta actiunea distructiva a invadatorului, aceasta reprezentand un
fenomen complex care evolueazi concomitent cu planta gazdi si patogenul. In acest context,
studiul mecanismelor de rezistenta constituie o sarcina primordiala ce necesita elucidare.

Patosistemul Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr. (lupoaie) reprezinta un
exemplu elocvent pentru evidentierea celor doua tipuri de rezistentd: verticala (oligogenicd) si
orizontala (poligenicd). Primul tip se manifesta prin mecanisme defensive specifice fatd de
anumite rase fiziologice ale unui patogen si este bazatd pe principiul gend-pentru gend care a
fost eficient pana la aparitia raselor de lupoaie mai agresive (G-H), ce au depasit genele Or1-Or6
de rezistenta [12, 32].

Al doilea tip are un caracter permanent si se manifestd prin mecanisme nespecifice fata
de toate rasele patogenului, fara a se modifica in functie de acestea [31], exprimandu-se prin
sporirea cantitativa a unor compusi metabolici. Reactia fiziologica a gazdei la infectia cu patogen
poartd un caracter de faza prin modificarea parametrilor metabolici de la etapa incipienta de
excitare spre dereglare si adaptare. Aceste trei faze se caracterizeazd prin particularitati
distinctive in manifestare ca esenta fiziologica, ritm si timp de derulare in functie de faza de
dezvoltare a patogenului — germinarea, atasarea si conectarea la sistemul vascular al gazdei [22].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor cercetate.
Interactiunea dintre gazda si lupoaie depinde, in mare masura, de un ansamblu de particularitati
ale fiecarui organism in parte: ale parazitului (afinitate, agresivitate si virulenta), plantei-gazda
(gene de rezistentd), precum si de actiunea factorilor de mediu. Parazitismul consta in absorbtia
substantelor nutritive si apei din vasele conducatoare ale radacinii de H. annuus, la nivelul céarora
O. cumana formeaza haustorii [11].

Incercirile efectuate pentru a dezvolta metode eficiente de control a lupoaiei la scara
mondiald nu au produs succese mari si rezultate scontate, deoarece hibrizi obtinuti in baza unei
singure gene Or prezintd o rezistenta de scurta durata si sunt rapid devansati prin aparitia raselor
mai virulente [20]. Ulterior, in ultimele decade, directiile de cercetare au fost axate pe studii
genetice ale rezistentei determinate de mecanisme poligenice cantitative [23]. In acest caz, se
implica un sistem de protectie complex la nivel morfologic, histologic si metabolic in

concordantd cu conditiile de mediu si cele ontogenetice. Complexitatea ei oferd sigurantd si



durabilitate, dar implica dificultiti de manipulare, evaluare, acumulare si transfer [28]. Intrucat
mecanismele de rezistentd nespecifica se realizeaza fata de toate rasele sau izolatele patogenului,
nu exista interactiuni specifice hibrid-rasa [32].

Pe parcursul ultimilor decenii in Republica Moldova au fost realizate un sir de studii atat
privind mecanismele defensive specifice, cat si cele nespecifice ale plantelor de floarea-soarelui
fata de lupoaie. Primele incercari de ameliorare in aspectul rezistentei la lupoaie s-au realizat la
Institutul de Cercetare a Culturilor de Camp ,,Selectia” [4]. Mai recent, germoplasma autohtona a
fost supusa testarii potentialului defensiv fata de lupoaie prin metode de analiza moleculara [14,
25-27]. Insa, aceste rezultate sunt fragmentare si nu oferd o abordare complexa la diferite nivele
a procesului fiziologic de rezistentd. Reiesind din cele expuse 0 directie importanta in cercetarile
agro-biologice o reprezinta studiul mecanismelor defensive la diferite nivele functionale: morfo-
anatomic, fiziologic si molecular. Prin urmare, este necesard o mai buna cunoastere a
mecanismelor responsabile de rezistenta plantelor la atacul parazitilor, pentru imbunéitétirea
productiei de culturi agricole cu rezistentd de lunga duratd. Elucidarea fenomenelor implicate in
raspunsul imun pe exemplu unui sistem model, permite transpunerea acestora la alte sisteme,
astfel, fundamentand problema rezistentei plantelor.

Scopul lucrarii consta in elucidarea modificarilor fiziologice si moleculare asociate cu
rezistentd plantelor la atacul lupoaiei ca baza stiintificd de ameliorare si optimizare a tehnologiei
de cultivare a plantelor de floarea-soarelui in Republica Moldova.

Pentru realizarea scopului au fost inaintate urmatoarele obiective:

e  Studiul histochimic privind fortificarea peretilor celulari ai celulelor radiculare de floarea-
soarelui in cadrul sistemelor de compatibilitate si incompatibilitate cu O. cumana

e Evaluarea raspunsului defensiv prin estimarea activitatii unor enzime (fenilalanin amonia-
liazei, superoxid dismutazei si ascorbat peroxidazei) la diferite etape de infestare artificiala
cu O. cumana.

e Estimarea cantitativd a expresiei genelor implicate in fortificarea peretilor celulari,
neutralizarea superoxidului si a peroxidului.

e Analiza integrativd a parametrilor histologici, biochimici si moleculari, pentru validarea si
evaluarea utilitatii acestora in strategiile de ameliorare.

Ipoteza de cercetare. Raspunsul plantei la stres este un proces foarte complex, implicand
coordonarea ordonata a mii de gene din diferite procese metabolice ale celulei, ce conduc la
reorganizarea structurilor celulare si modificarea fluxurilor de substante metabolice. Studiile
anterioare au abordat ideea existentei unui ciclu adaptiv general de raspuns la stres, influentat de
diferiti factori biotici si abiotici, Intrucat in majoritatea cazurilor se activeaza unele si aceleasi

gene si proteine. Avantajul investigarii mecanismelor de rezistenta ale culturii de floarea-soarelui

5



la atacul lupoaiei va permite fundamentarea teoretica cu privire la actiunile defensive in baza
expresiei genelor corelate cu studiul histologic si activitatea enzimatica, pentru integrarea
acestora in contextul studierii schemei ipotetice de implicare a unor gene in manifestarea
rezistentei. Mecanismele elucidate in urma analizei, vor putea fi transpuse la alte sisteme gazda —
parazit in programele de selectie si ameliorare pentru obtinerea de soiuri si hibrizi rezistenti ai
plantelor de cultura.

Sinteza metodologiei de cercetare si justificare a metodelor de cercetare alese.
Prezentul studiu a avut la baza realizarea experimentului stiintific de cultivare in vase de
vegetatie in lipsa infestdrii (sol necontaminat) si pe fondal de infestare (substrat contaminat cu
lupoaie) pentru colectarea materialului vegetal utilizat in studiul sistemic (de la analiza
moleculara la nivel de expresie a genelor pdna la caracter fenotipic) al modificarilor
determinate de actiunea patogenului. In scopul obtinerii unor date complementare referitor la
mecanismele de rezistenta nespecifica au fost utilizate metode calitative (colorarea cu Safranin
O si Aniline Blue), cantitative (morfometrie, spectrofotometrie, RealTime-PCR) si statistico-

matematice de analiza comparativa si integrativa.

CONTINUTUL TEZEI

In introducere este sistematizata si expusa pe scurt informatia privind situatia actuala in
domeniul de cercetare, este motivata actualitatea problemei propuse spre solutionare, sunt
determinate scopul si obiectivele lucrarii, este indicatd ipoteza si sinteza metodologiei de

cercetare cu justificarea metodelor de analiza alese si sumarul compartimentelor tezei.

1. ASPECTE PRIVIND MECANISMELE DE REZISTENTA
ALE PLANTELOR DE FLOAREA-SOARELUI LA LUPOAIE

In acest compartiment sunt reflectate viziunile actuale din literatura de specialitate
privind rezistenta orizontala ale plantelor de floarea-soarelui la O. cumana in functie de etapele
de dezvoltare ale rizopatogenului si formarea patosistemului. Capitolul de fata descrie
mecanismele defensive care se activeaza la diverse etape de formare a patosistemului: pre-
atasament, post-atasament (pre-haustorial) si post-haustorial. O atentie deosebita se acorda
fortificarii peretilor celulari, blocarii vaselor conducatoare prin acumulari a diferitor compusi si
rolului speciilor reactive de oxigen care au functia de semnalizare si activare a raspunsului
defensiv. Astfel, au fost trecute in revista cele mai recente aspecte ale mecanismelor nespecifice de
rezistentd care se manifesta la nivel histologic, biochimic si molecular, cunoasterea carora va facilita

ameliorarea acestei culturi.



2. CONDITIILE, OBIECTUL SI METODELE DE CERCETARE

Caracteristica materialului de studiu. n calitate de obiect de cercetare au servit sase
genotipuri de floarea-soarelui, dintre care patru rezistente (Favorit, LC-1093A, PR64LE20 si
LG-5542) si doua sensibile (Performer si LG-5525) la actiunea parazitului, oferite de INCDA
Fundulea, Romania si 1.C.S. Limagrain Moldova S.R.L., Republica Moldova. Pentru facilitarea
descrierii, genotipurile rezistente au fost notate conventional cu R, iar cele sensibile cu S. Favorit
R si LC-1093A R contine gena Or6 care confera rezistenta specifica fata de rasa fiziologica F de
lupoaie, iar genotipurile LG-5542 R si PR64LE20 R sunt rezistente la rasele G si, respectiv, H.
Genotipul Performer S nu prezinta nici o gena Or [24]. Pentru crearea fondalului de infestare
artificiala au fost utilizate semintele de lupoaie colectate din localitatea Singera, Republica
Moldova in anul 2014, care conform rezultatelor obtinute apartin rasei F si manifestd 0
intensitate de atac 1naltd asupra genotipurilor de floarea-soarelui [7].

Conditii de cultivare. Infestarea artificiala si cresterea plantelor de floarea-soarelui s-a
realizat in vase de vegetatic de 5 | in substrat infestat uniform cu seminte de lupoaie
nepreconditionate in raport de 37 mg la 200 g amestec de sol cu nisip. Genotipurile cultivate in
substrat neinfestat au servit in calitate de martor.

Prelevarea materialului. Probele de tesut radicular de floarea-soarelui au fost colectate
in dinamica pe parcursul a 67 de zile, cand plantele prezentau butoni florali, in concordanta cu
cele patru etape de dezvoltare a patogenului: formarea primelor atasamente (18-21 de zile),
dezvoltarea tuberculilor (35 de zile), formarea lastarului subteran (53 de zile) si lastarului aerian
(67 de zile).

Metode de cercetare. Pentru realizarea obiectivelor propuse au fost utilizate urmatoarele
metode: observatii fenologice, masurari morfometrice ale indltimii, evidentierea acumularilor de
calozd si lignind prin colorari histochimice ale sectiunilor radiculare transversale [2],
cuantificarea activitatii enzimatice (fenilalanin amonia-liazei, superoxid dismutazei si ascorbat
peroxidazei) prin spectrofotometrie [33], determinarea continutului proteic prin metoda Bradford
[3], extragerea ARN-ului cu TRI reagent, cuantificarea ARN-ului prin spectrofotometrie,
electroforeza in gel de agaroza a ARN-ului si produsilor de amplificare, transcriptia inversa,
RealTime-PCR [18], metode bioinformatice si statistice de prelucrare a datelor. La genotipurile
cultivate pe fondal de infestare analiza nivelului de expresie a genelor studiate a fost exprimata
in raport exp./martor (fold change) si diferentele au fost considerate statistic semnificative cand
fold change a fost <-1,5 sau >1,5 si valoarea p sub 0,05 [18].



3. ESTIMAREA MODIFICARILOR FIZIOLOGICE, HISTOLOGICE SI
BIOCHIMICE ASOCIATE CU REZISTENTA PLANTELOR DE
FLOAREA-SOARELUI LA LUPOAIE

Strategiile plantelor de a se opune invaziei patogenului se realizeaza la diferite nivele de
organizare a materiei vii: molecular, subcelular, celular, organ, organism, populational etc. si se
formeaza cu contributia diferitor mecanisme: genetice, biochimice, fiziologice, morfo-anatomice
ce sporesc capacitatea gazdei de a supravietui, a Se autoreproduce si dezvolta in conditii variabile

de mediu.

3.1. Aspecte fenotipice ale cultivirii plantelor de floarea-soarelui pe fondal de
infestare

Aspectul morfo-fenotipic al genotipurilor de floarea-soarelui cultivate pe fondal de
infestare cu O. cumana reprezinta rezultatul rectiei de raspuns si insumeaza totalitatea
mecanismelor defensive, conferind capacitatea de adaptare si mentinerea echilibrului intern.

Dinamica formarii patosistemului floarea-soarelui — lupoaie. Ciclul vital al Orobanche
cumana cuprinde o serie de etape ontogenetice bine definite spatial si temporar, care reprezinta
tinte potentiale pentru strategiile defensive ale plantei-gazda. Astfel, specificul interactiunii
dintre gazda si parazit este determinat de schimbul si recunoasterea semnalelor moleculare de
catre ambii parteneri [22]. In vederea identificarii si selectarii corecte a etapelor ciclului vital al
lupoaiei, a fost montatd o experientd prealabild. Astfel, analiza dezvoltarii ontogenetice gazda-
parazit, realizata in decursul a 67 de zile, cu evaluarea periodicd a permis selectarea etapelor de
analiza experimentald: formarea primelor atasamente 18-21 de zile, dezvoltarea tuberculilor - 35
de zile; formarea lastarilor subterani si a celor aerieni - 53 si, respectiv, 67 de zile [22].

Modificarile fenotipice ale dezvoltirii plantelor de floarea-soarelui pe fondal de
infestare. Plantele martor (atat genotipurile rezistente cat si cele sensibile) au fost cultivate in sol
neinfestat si au prezentat 0 dezvoltare normala incepand cu prima etapa de colectare (18 zile) si
finalizand cu ultima (67 de zile). Plantele de floarea-soarelui cultivate pe substrat infestat au
prezentat un tablou fenotipic asteptat la formele rezistente si cele sensibile. Genotipurile
Performer S si LG-5525 S au fost infestate intens de catre parazit, la toate etapele de dezvoltare
ale acestuia, formand tuberculi si lastari de lupoaie pe radicinile plantelor gazda. In sistemul
compatibil patogenul se hraneste pe contul gazdei, si aceasta se rasfrange asupra parametrilor
cantitativi, determinand reducerea cu aproximativ 40% a dimensiunilor plantelor.

Genotipurile rezistente nu au prezentat semne fenotipice de infestare - lipsesc bulbii si
lastarii fixati pe radacinile de floarea-soarelui cultivatd pe substrat infestat si nu se constata
devieri majore ale dimensiunilor liniare. Astfel, presupunem ca genotipurile care au format



sisteme incompatibile cu lupoaia si isi pot activa doar doud tipuri de mecanisme defensive la

etapa de pre-atasament si cea post-atasament cu o posibilitate mai redusa.

3.2. Fortificarea peretilor celulari la floarea-soarelui

Un rol semnificativ in mecanismele de aparare la nivel post-atasament si post-haustoriale
revine barierelor fizice determinate de acumularea compusilor fenilpropanoidici. Principalele
reactii defensive reprezinta lignificarea peretilor celulari dependentd de peroxidaze, incapsularea
pe suprafata parenchimului cortical, depozitarea carbohidratilor, dezorganizarea haustoriului.
Acestea pericliteaza supravietuirea rizopatogenului si determind necroza atasamentelor si
bulbilor ca efect al lipsei unor conexiuni viabile, fara acces la apa si nutrienti [21, 22]. Totodata,
un alt eveniment important in raspunsul gazdei la patogen este acumularea calozei in structurile
membranare, proces observat la numeroase plante inclusiv la floarea-soarelui infestata cu O.
cumana [11].

Determinarea acumularii ligninei in tesutul radicular de floarea-soarelui. Analiza
sectiunilor transversale ale plantelor crescute in absenta infestdrii (martor) a relevat profile
histochimice (nivel de acumulare a ligninei si aspectul morfo-anatomic) practic identice la

genotipurile rezistente si sensibile, pe toata perioada de studiu (Figura 3.1).

FavoritR  LC-1093AR PR64LE20R LG-5542 R Performer S LG-5525S

18

21

35

Etapele de cultivare (zile)

53

Fig. 3.1. Identificarea histochimica a ligninei (X160 de ori) la diferite genotipuri de floarea-soarelui
cultivate in sol neinfestat.



In aspect comparativ, studiul histochimic al radacinilor genotipurilor de floarea-soarelui
cultivate pe fondal de infestare cu lupoaie au evidentiat acumularea suplimentara de lignina, fapt
ce denota declansarea mecanismelor defensive care variaza in functie de stadiul de dezvoltare a
gazdei si patogenului, de genotip si de natura genetica a acestuia.

Astfel, activarea metabolismului ligninei, ca reactie de apdrare Tmpotriva invaziei
lupoaiei a fost atestata la genotipul Favorit R dupa 35 de zile de co-cultivare, urmat de genotipul
LC-1093A R dupa 53 de zile si genotipul PR64LE20 R dupa 67 de zile (Figura 3.2) [10].

Dupa formarea lastarilor subterani si aerieni S-a atestat o acumulare mai intensa a ligninei
in sectiunile obtinute din limitele zonei de penetrare si conectare a patogenului cu radacinile
genotipului Performer S (Figura 3.2). Desi, la Performer S, dupa 50 zile se declanseaza reactia de
raspuns, acest fapt nu-i permite plantei sd lupte cu patogenul, deoarece el este infestat intens, pe
radacinile unui individ s-au depistat peste 30 de tuberculi si lastari.

Spre deosebire de Performer S, genotipul LG-5525 S nu a prezentat lignificarea
suplimentara a peretilor celulari in tesuturile radiculare supuse analizei (Figura 3.2) [10].

FavoritR  LC-1093AR PR64LE20R LG-5542 R Performer S LG-5525S

Etapele de cultivare (zile)

Fig. 3.2. Identificarea histochimica a ligninei (X160 de ori) la diferite genotipuri de floarea-soarelui
cultivate pe fondal de infestare artificiala cu lupoaie.
In chenar rosu sunt marcate sectiunile cu acumulari suplimentare

O particularitate comuna pentru genotipurile sensibile infestate a fost faptul ca cilindrul
central s-a dilatat ca rezultat al conexiunii cu patogenul si al interactiunii dintre membrii

patosistemului.
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Evidentierea acumularii calozei in peretele celular al celulelor radacinilor de floarea-
soarelui. Analiza sectiunilor transversale ale probelor martori nu a indicat diferente in nivelul de
acumulare a calozei la toate genotipurile studiate pe toata perioada experimentala (Figura 3.3).

FavoritR LC-1093A R PR64LE20 R LG-5542 R Performer S LG-5525S

18

21

35

Etapele de cultivare (zile)

53

67

Fig. 3.3. Identificarea histochimica a calozei (X160 de ori) la diferite gerﬂatipuri de floarea—soarelui
cultivate in sol neinfestat.

Profilului histochimic al acumularii calozei, ca mecanism de raspuns al plantelor de
floarea-soarelui la atacul parazitului O. cumana, a demonstrat ca in cazul tuturor sistemelor
incompatibile dintre gazda si patogen se activeaza calea de biosinteza polimerului si depozitarea
acestuia in peretii celulari ai celulelor epidermei la etapa de 18 zile. Reactia data a aparut in urma
recunoasterii biochimice stabilite intre rddacinile gazdei si semintele germinate de lupoaie. La
urmatoarele etape continutul compusului a scazut. Totusi, In dinamica sinteza suplimentara de
caloza s-a relevat la genotipul Favorit R, LC-1093A R si PR64LE20 R incepand cu etapele de
35, 53 si, respectiv, 67 de zile.

In cazul celor doui sisteme de compatibilitate dintre gazda - patogen, rezultatele au fost
diferite. Astfel, la genotipul Performer S cantitati ridicate de caloza au fost detectate in peretii
celulari ai cilindrului central, in special la etapele de formare a lastarilor subterani si aerieni
(Figura 3.4) [10].

Se constata ca la genotipul mentionat, la nivel histochimic, mecanismele defensive se
activeaza doar dupd formarea conexiunii cu patogenul, adicd pot fi asociate rezistentei post-
haustoriale.

Al doilea genotip sensibil nu a manifestat acumularea compusului nici la o etapa de

analiza.
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Fig. 3.4. Identificarea histochimici a calozei (X160 de ori) la diferite genotipuri de floarea-soarelui
cultivate pe fondal de infestare artificiald cu lupoaie.
In chenar rosu sunt marcate sectiunile cu acumulari suplimentare

Evaluarea prezentei si acumularii suplimentare a ligninei si calozei la genotipurile de
floarea-soarelui supuse infestarii artificiale cu lupoaie a permis evidentierea activarii

mecanismelor defensive la trei genotipuri rezistente si la unul sensibil.

3.3. Profilul biochimic al radacinilor de floarea-soarelui cultivata pe fondal de
infestare

Modificarile biochimice depind de nivelul de sensibilitate a plantelor fata de factorii de
stres, de perioada de dezvoltare, de durata de actiune a patogenului etc. Una dintre primele
modificari biochimice observate dupd recunoasterea patogenului este explozia oxidativa si
generarea de SRO, urmata, de activarea enzimelor responsabile de fortificarea peretilor celulari.

Activitatea fenilalanin amonia-liazei. Acumularea compusilor fenilpropanoidici si
fortificarea peretilor celulari reprezintd un mecanism esential in apararea plantelor gazda fata de
patogenii din grupul Orobanchaceae la nivel post-atasament si post-haustorial. Sinteza acestor
compusi este demaratd de enzima fenilalanin amonia-liaza (PAL) sub actiunea careia se
realizeaza dezaminarea non-oxidativa a L-fenilalaninei, care ulterior, dupa mai multe
transformari, genereaza trei tipuri de lignina [16].

In ansamblu, activitatea enzimei PAL evaluati in dinamica la genotipurile rezistente
cultivate in lipsa infestarii a prezentat profiluri diferite, determinand repartizarea acestora in doua
grupe: primul grup - Favorit R si LC-1093A R la care acest parametru sporeste pana la a 53-a zi
(cu valori de peste 9 U/mg proteina) si apoi diminueaza si al doilea grup cu PR64LE20 R si LG-
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5542 R —in cazul carora activitatea creste pana la a 21-a zi dupa care descreste (Figura 3.5 A-D).
Genotipul Performer S in conditii normale a manifestat cea mai mare functionalitate a proteinei
PAL la 21 si 35 de zile de cultivare, care s-a redus aproape in jumatate la 53 si 67 de zile (Figura
3.5 A). La LG-5525 S activitatea enzimei a sporit de la 18 zile, mentindndu-se aproximativ la un
nivel constant la urmatoarele trei etape de vegetatie (Figura 3.5 B) [9].

In aspect comparativ, activitate al PAL la genotipurile Favorit R si LG-5542 R supuse
infestarii artificiale a manifestat valori mai sporite fatd de probele martor la 35 de zile de
cultivare cu 38% (p=9*10"") si, respectiv, 42% (p=3*10""), iar la genotipul PR64LE20 R la 67 de
zile de 3,3 ori (p=1*10*) (Figura 3.5 A, C, D). Activitatea enzimei PAL la genotipul LC-1093A

R cultivat pe fondal de infestare a prezentat valori mai mici fata de martor (Figura 3.5 B).
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Fig. 3.5. Activitatea fenilalanin amonia-liazei la diferite genotipuri de floarea-soarelui
A —FavoritR, B—LC-1093A R, C — PR64LE20 R, D — LG-5542 R, E — Performer S, F — LG-5525 S.
O Martor B Cultivat pe fondal de infestare B Infestat

Activitatea PAL
(U/mg proteini)

Penetrarea tesuturilor radiculare a genotipurilor sensibile de catre patogen a determinat
declansarea unei reactii de raspuns, exprimata prin modificarea diferita a activitatii enzimei PAL.
Astfel, la genotipul Performer S activitatea PAL a sporit cu 12% (p=2*10") si 44% (p=1*10""
doar la ultimele etape de dezvoltare a patosistemului care corespund cu dezvoltarea lastarilor
subterani si aerieni (Figura 3.5 E), iar in cazul celui de-al doilea genotip LG-5525 S, majorarea
activitatii enzimatice de 2,4 ori (p=1*10"") s-a inregistrat la etapa de 18-21 de zile (Figura35F)[9].
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Generalizand rezultatele privind activitatea enzimei fenilalanin amonia-liazei la
genotipurile rezistente si sensibile la infectia artificiala cu O. cumana putem conchide ca sporirea
activitatii enzimei PAL determind acumularea suplimentard a ligninei in peretii celulelor
cilindrului central, pentru a preveni invazia patogenului si conectareca acestuia la vasele
conducatoare ale gazdei [5].

Activitatea enzimatica a superoxid dismutazei. Celulele vii supuse stresului in momentul
interactiunii cu parazitul, produc si acumuleaza specii reactive de oxigen (SRO) printre care
superoxidul (O;). O, este dismutat de catre enzimele grupului superoxid dismutazelor (SOD; CE
1.15.1.1) in oxigen si peroxid de hidrogen. Recunoasterea de catre receptorii membranari ai
patogenilor si producerea SRO ca raspuns la invazia acestora reprezintd o reactie de aparare care
asigura diminuarea cresterii si dezvoltarii agresorului [19].

In ansamblu, activitatea enzimelor SOD a prezentat o tendinti de diminuare la etapele de
21-35 de zile, urmata de cresterea acesteia pana la fazele finale ale experimentului atat la plantele

martor, cat si la cele supuse stresului (Figura 3.6).
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Fig. 3.6. Activitatea superoxid dismutazei la diferite genotipuri de floarea-soarelui
A —FavoritR, B—LC-1093A R, C — PR64LE20 R, D — LG-5542 R, E — Performer S, F — LG-5525 S.
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Analiza activitatii SOD la formele cultivate in lipsa infestarii a pus in evidentd profile

biochimice diferite, caracterizate prin alternarea activitatii enzimatice (Figura 3.6 A-F). Cele mai
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mari valori ale activitatii SOD au fost semnalate la etapa de 53 de zile (genotipurile LC-1093A R
st LG-5525 S cu valori de 33,01 si 56,89 U/mg proteind) si de 67 de zile (Favorit R, LG-5542 R
si Performer S cu valori cuprinse intre 22,14 - 44,93 U/mg proteind).

Comparand rezultatele obtinute pentru cele patru genotipuri rezistente cultivate in
substrat infestat s-a constatat cd, activitatea SOD a manifestat doua tendinte. Astfel, genotipurile
Favorit R si PR64LE20 R s-au caracterizat prin sporirea activitatii de la 21 de zile pana la etapa
finala, primul genotip prezentand valori mai mari (Figura 3.6 A, C). Celelalte doua genotipuri
(LC-1093A R si LG-5542 R) se remarca prin valori maxime a parametrului studiat la etapa de 53
de zile de cultivare - de 78,17 U/mg proteina (p=1*10"*) si, respectiv, 43,68 U/mg proteind
(p=1*10* (Figura 3.6 B, D).

Activitatea SOD la genotipurile sensibile de floarea-soarelui a fost influentatd de
infestarea cu O. cumana, prezentind o dinamica similara. La ambele patosisteme, acest
parametru a fost mai mare comparativ cu martorul pe toatd perioada de cultivare, demonstrand
valori sporite (de 26,58 U/mg proteind si respectiv 22,81 U/mg proteind) la atasarea primelor
apresorii (18 zile), cand s-a format legatura intima dintre gazda si patogen si S-au activat
mecanismele defensive post-atasament. Cea mai mare activitate a enzimelor de 33,28 U/mg
proteind (p=1*10") si, respectiv, 47,56 U/mg proteind (p=1*10"), a fost insa, stabilita la etapa de
formare a lastarilor, atunci cand plantele sunt epuizate din cauza pierderii substantelor nutritive.

Activitatea enzimelor ascorbat peroxidazei. Ca rezultat al dismutarii superoxidului se
obtine peroxid de hidrogen, care formeaza un potential biochimic destabilizator pentru structurile
celulare. In acest context, un rol semnificativ revine ascorbat peroxidazelor (APX) care
catalizeaza conversia H202 in H,0 si O, , folosind ascorbatul ca un donor de electroni [6].

Activitatea ascorbat peroxidazelor la toate genotipurile cultivate pe sol neinfestat s-a
caracterizat prin valori ce alterneaza pe toatd perioada experimentald. De mentionat faptul ca,
cinci genotipuri au prezentat cel mai inalt nivel al activitatii APX la etapa de 53 de zile de
cultivare cu valori de 8,75 U/mg proteind la Favorit R, 17,07 U/mg - la LC-1093A R, 13,87
U/mg - la PR64LE20 R, 28,43 U/mg si 65,67 U/mg la Performer S si LG-5525 S. La genotipul
LG-5545 R cultivat in absenta infestarii a relevat la a doua etapa sporirea activitatii de patru ori
ulterior, aceasta mentinandu-se, comparativ, cu mici devieri, in limitele valorilor de 14,46-18,59
U/mg proteina pe toata perioada de cultivare (Figura 3.7 D).

Trei din genotipurile rezistente (Favorit R, LC-1093A R si PR64LE20 R) supuse stresului
biotic au manifestat sporirea activitatii enzimelor APX (Figura 3.7 A-C). La primele doua,
dinamica este similard, cu un maxim de functionalitate a enzimei la 53 de zile de cultivare cu
valori de 37,34 U/mg proteina (p=6*10") si, respectiv, 50,37 U/mg proteina (p=32*10"*) (Figura
3.7 A, B). La genotipul PR64LE20 R cea mai inalta valoare a activitatii APX a fost inregistrata
la etapa finala de 67 de zile (Figura 3.7 C). O particularitate relevanta a fost pusa in evidenta la
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genotipul LG-5542 R care s-a caracterizat prin inhibitia activitatii APX la formele cultivate in
sol infestat in raport cu martorul, pe parcursul intregii perioade experimentale (Figura 3.7 D).
Formarea patosistemelor dintre genotipurile sensibile si lupoaie a determinat in ambele
cazuri intensificarea activitatii ascorbat peroxidazei la unele etape de dezvoltare. Infestarea
genotipului Performer S a determinat sporirea brusca a functionalitatii APX cu 16,86 U/mg
proteind la etapa de dezvoltare a lastarilor subterani (Figura 3.7 E). Dinamica activitatii
enzimelor APX la cea de-a doua combinatie de compatibilitate LG-5525 S — O. cumana s-a
caracterizat prin valori mai crescute fata de martor de 4,4 ori (p=1*10"") si, respectiv, de 1,9 ori

(p=8*10") la primele etape de atasare a apresorilor la radicinile gazdei (Figura 3.7 F).
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Fig. 3.7. Activitatea ascorbat peroxidazei la diferite genotipuri de floarea-soarelui
A —FavoritR, B—LC-1093A R, C — PR64LE20 R, D — LG-5542 R, E — Performer S, F — LG-5525 S.
O Martor B Cultivat pe fondal de infestare B Infestat

Mecanismele specifice de rezistentd evaluate la nivel histo-anatomic si biochimic au
relevat faptul ca reactia fiziologica de raspuns la actiunea factorilor nefavorabili depinde de
natura geneticd individuala a fiecarui genotip. Astfel, la cele patru genotipuri rezistente fatd de
actiunea patogenului, reactia defensivdi se manifestd in mod diferit. In cazul celor doui
genotipuri sensibile mecanismele activate au fost insuficiente pentru a reduce invazia si
dezvoltarea patogenului.
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4. ASPECTE MOLECULARE ALE RELATIEI
Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr.

In ultimele doua decenii un accent deosebit se acorda sudiului mecanismelor de rezistent
la nivel molecular. In acest sens un progres in cunoasterea modificarilor expresiei genelor la
infectia cu O. cumana a fost realizata de Letousey si colab. (2007), care au estimat pattern-ele de
transcriptie a 15 gene implicate in procesele de rezistenta nespecifica [17]. Genele analizate fac
parte din diferite cai metabolice cum ar fi: transducerea semnalelor, activarea rdaspunsului
defensiv al plantelor, detoxifierca in urma stresului oxidativ, calea metabolica a acidului
jasmonic si salicilic, reorganizarea peretelui celular etc.

In vederea elucidarii unor aspecte ale raspunsului defensiv, a fost studiatd activitatea
transcriptionala a 14 gene implicate in cdile de sinteza a ligninei, calozei si enzimelor PAL, SOD
si APX.

Pentru analizele moleculare au fost selectate trei genotipuri - Favorit R, care a manifestat
mecanisme de rezistentd de la etapa de 35 de zile (acumulare de lignind si caloza, activitate
sporitd a enzimei PAL), PR64LE20 R, care s-a caracterizat printr-o reactie similara doar cé la
etapa de 67 de zile si genotipul sensibil Performer S, care a prezentat acumulari de lignina si

caloza.

4.1. Analiza profilului de expresie al genelor din calea metabolica a ligninei

Lignificarea observata in sectiunile transversale ale raddcinilor plantei gazda si activitatea
enzimei PAL a condus la studiul expresiei genelor implicate in calea de biosinteza a acestui
compus. La floarea-soarelui pand in prezent a fost descrisd o singura gena PAL, care analizata
concomitent cu gena - trans-cinamat 4-monooxigenaza (C4H), pe fondal de infestare cu O.
cumana in vitro, a pus in evidenta un efect de supraexpresie atat la genotipul rezistent, cat si la
cel sensibil [17].

Cu toate cad fortificarea peretilor celulari reprezintd un mecanism de rezistentd post-
atasament, nivelul de expresie al genelor implicate In calea metabolica a ligninei a subliniat
caracteristici specifice si comune, in functie de natura genetica a genotipurilor [29].

Astfel, activitatea transcriptionala a genelor (PAL, C4H, 4CL1 - 4-coumarate-CoA ligaza
si FAH1 - acidul ferulic 5-hidroxilaza 1) a prezentat valori ale expresiei relative cuprinse intre
0,003-2,483 un. c. pentru gena PAL, 0,064-1,267 un. c. pentru gena C4H si 0,005-0,446 un. c.
pentru gena FAH1 la genotipurile cultivate in absenta infestérii. Gena 4CL1 a cuprins valori intr-
un diapazon foarte vast de la 0,04 pana la 330,4 un. c.

Genotipul Favorit R supus stresului biotic a prezentat un tablou variat al activitatii

transcriptionale, remarcandu-se, in special douda gene 4CL1 si FAH1, care si-au modificat
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expresia. La fazele initiale de dezvoltare, gena 4CL1 a fost subexpresata de 3,3 ori fata de proba
de referinta, ulterior activitatea a sporit dupa 35 si 53 de zile de cultivare, supraexpresia
cuprinzand valori de 1,8 ori si, respectiv, 2,7 ori fata de martor. Gena FAH1, la fel, a manifestat
doua extreme in activitate, prin supraexpresie de 5,1 ori la 21 de zile si subexpresie de 3 ori la 35
zile. Continutul de ARNm al genelor PAL si C4H s-a mentinut in limita martorului, cu unele
abateri nesemnificative (Figura 4.1 A) [9].

Activitatea transcriptionala a genelor metabolismului ligninei la genotipul PR64LE20 R a
fost diferita fata de primul genotip. Astfel, genele 4CL1, C4H si FAH1 au prezentat valori
cuprinse in limitele martorilor sau subexpresie pe toatd perioada experimentald (Figura 4.1 B).
Gena PAL a manifestat activitate variata fata de celelalte gene - subexpresie de 2,7 ori la 21 de

zile si supraexpresie de 3,7 ori la 67 de zile [9].
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Fig. 4.1. Expresia relativa a genelor PAL, C4H, 4CL1, FAH1 (fold change) la floarea-soarelui
A —Favorit R, B - PR64LE20 R, C — Performer S.
Nivelul transcriptilor analizati la momentul formarii primelor atasamente dintre lupoaie si
genotipul Performer S a pus in evidenta valori cuprinse in limitele normei de reactie pentru toate
cele patru gene, cu unele mici exceptii de supraexpresie (Figura 4.1). Totodata, s-a relevat

supraexpresia transcriptionald a trei (PAL, C4H, FAH1) din cele patru gene la etapa de formare a
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lastarilor subterani si aerieni cu valori maxime (de 85,7 ori) pentru PAL. Profilul expresiei
modificate al genei PAL a fost asemanator dupa intensitate cu cel al genei 4CL1 dar opus dupa
tendinta (represia genei de 77,7 ori), ceea ce indica o actiune de reglare genica prin retro-
inhibitie. (Figura 4.1 C) [9].

4.2. Studiul pattern-ului de expresie a genelor din calea metabolica a calozei

Incetinirea invaziei patogenilor in tesutul atacat, datoritd acumulirii calozei, permite
plantei sa isi reorganizeze metabolismul astfel, incat se activeaza expresia genelor specifice care
determina inducerea raspunsurilor de aparare suplimentare.

Actualmente, la floarea-soarelui este identificata o familie de 4 gene, care codifica glucan
sintaze (GSL1-4). Conform literaturii de specialitate, dintre acestea, doar GSL1 a prezentat
activitate de transcriptie in tesut calusal inoculat cu lupoaie a plantulelor crescute in vitro,
incepand cu prima zi de infestare si pana la ziua a 8-a [17].

In vederea studierii mecanismelor defensive la nivel molecular, a fost estimata activitatea
genelor GSL1-4 asociate metabolismului calozei in planta gazda cultivata in vivo la diferite etape
de invazie a patogenului.

Nivelul de expresie a genelor ce codifica glucan sintazele la genotipurile cultivate in lipsa
infestarii a indicat valori cuprinse intre 0,008-0,256 un. c. pentru gena GSL1 si 0,002-1,800 un. c.
pentru GSL4 la care intervalele de date au fost mai mari. Pentru genele GSL2 si GSL3 au fost
caracteristice valori ale expresiei relative cuprinse intre 0,011-0,093 un. c. si, respectiv, 0,001-
0,051 un. c.

Investigarea profilului de expresie a genelor GSL1-4 la genotipurile rezistente si cel
sensibil de floarea-soarelui supuse infestarii cu lupoaie a demonstrat profile diferite, in functie de
natura genetica a acestora. Astfel, in cadrul sistemului de incompatibilitate gazda — parazit
(Favorit R - lupoaie), nivelul de expresie a transcriptilor GSL1 a fost mai mare fatd de martor, la
primele trei etape de analiza - 18, 21 si 35 de zile (de 3,1; 1,6 si, respectiv, 1,9 ori), spre
deosebire de cel al genelor GSL2 si GSL3, a céror activitate s-a evidentiat doar la 18 si 35 de zile.
In ceea ce priveste, GSL4 s-a constatat un maxim de activitate doar in perioada formarii primelor
atasamente ale patogenului, peste 21 de zile (de 9,5 ori), precum si la etapa de 67 de zile (de 9,7
ori) (Figura4.2 A) [30].

Al doilea genotip rezistent fata de primul s-a caracterizat prin aspecte diferite ale
activitatii genelor. Astfel, transcriptii GSL2 si GSL4 au indicat aceeasi dinamica a valorilor
cantitative a ARNm, determinata prin subexpresie la 18-53 de zile, urmata de supraexpresie la 67

de zile, doar ca rezultatele pentru GSL2 au fost putin mai mici. Gena GSL3 a cuprins valori in
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limitele martorului la toate etapele de analiza, iar GSL1 a fost subexpresata de 2,5 ori, doar la 21
de zile de cultivare pe fondal de infestare (Figura 4.2 B).

In cazul patosistemului Performer — O. cumana sporirea continutului de transcripti a trei
gene coincide cu etapele de stabilire a contactului intim: GSL2 si GSL3 la formarea primelor
atasamente si dezvoltarea lastarilor aerieni, iar GSL1 dupa formarea haustorilor. Gena GSL1 a
indicat un nivel de expresie mai intens de 2,3 ori fatd de martor la etapa de formare a lastarilor
subterani (35 de zile), atunci cand deja s-a produs infestarea si patogenul s-a conectat cu vasele
conducatoare ale radacinii gazdei, urmata de subexpresia de 2,7 ori la etapa de dezvoltare a
lastarilor subterani. Activitatea genei GSL4 a prezentat valori in limitele martorului sau de
subexpresie cu un maxim de 9,1 ori. Profilul de transcriptie a genelor GSL2 si GSL3 s-a remarcat
printr-o tendinta similard si a pus in evidentd valori crescute la doud etape de dezvoltare a
patosistemului: de formare a primelor atasamente (21 de zile) si a lastarilor aerieni (67 de zile).
Astfel, cantitatea de transcripti ai genei GSL2 a fost de 2,8 ori si, respectiv, de 1,9 ori mai mare,

lar a secventei GSL3 de 1,6 ori si, respectiv, de 3,7 ori (Figura 4.2 C).
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Fig. 4.2. Expresia relativa a genelor GSL1-4 (fold change) la floarea-soarelui
A — Favorit R, B - PR64LE20 R, C — Performer S.

La toate genotipurile studiate a fost constatatd o dependenta corelativa pozitiva intre
activitatea genelor GSL2 si GSL3 la diferite etape de dezvoltare ontogenetica al plantelor gazda

cultivate in substrat infestat [30].
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4.3. Expresia genelor codificatoare de enzime antioxidante

Printre primele modificari biochimice, observate dupa recunoasterea patogenului, se
numara explozia oxidativa determinatd de generarea SRO [19]. Sistemul de aparare antioxidanta
al plantelor, include compusi enzimatici si non-enzimatici. Enzimele de protectie includ
catalazele, peroxidazele, ascorbat peroxidazele, superoxid dismutazele etc. [13].

Profilul transcriptional a genelor ce codifica superoxid dismutazele. Nivelul de expresie
relativa al genelor Mn-SOD | si Cu/Zn-SOD 1 la genotipurile cultivate in sol neinfestat a fost
cuprins in intervale mici de 0,003-0.181 un. c. si respectiv de 0,016-0,585 un. c. Activitatea
transcriptului Cu/Zn SOD 11 a prezentat valori ce au variat intr-un interval moderat de 0,017-
1,800 un. c., pe cand continutul de ARNm pentru Mn-SOD Il s-a integrat intr-un diapazon foarte
mare de 0,241-183,500 un. c.

Genotipului Favorit R cultivat pe fondal de infestare a demonstrat valori ale expresiei
genelor SOD ce nu au depasit limita martorului a la primele trei etape de analiza. Insi la etapele
finale ale experimentului 53-67 de zile, continutul de transcripti SOD s-a diminuat, cu valoare
minima de subexpresie, determinata pentru gena Cu/Zn-SOD I (de 3,4 ori) la etapa de 67 de zile
(Figura4.3 A).
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Fig. 4.3. Expresia relativa a genelor SOD (fold change) la diferite genotipuri de floarea-soarelui
A — Favorit R, B - PR64LE20 R, C — Performer S.
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Genotipul PR64LE20 R, spre deosebire de Favorit R, s-a caracterizat printr-un profil ce
alterneaza de la valori in limita martorului spre subexpresie si apoi supraexpresie. Aceastd
tendinta a fost caracteristica pentru trei gene: Mn-SOD |, Cu/Zn-SOD 1 - Il (Figura 4.3 B).

In cazul patosistemului Performer S - lupoaie, continutul ARN-ului mesager al superoxid
dismutazelor a prezentat un pattern variat la toate genele. Activitatea acestora a inregistrat valori
in limita martorului in opt cazuri din 20. Genele SOD cu cofactorul Mn au manifestat valori de
supraexpresie a transcriptilor de 2,1 si, respectiv, 3,6 ori la etapa de formare a primelor
atasamente. Profilul de expresie al transcriptilor SOD cu cofactorul Cu/Zn s-a caracterizat prin
subexpresie la formarea primelor atasamente, cu indici ai expresiei de 2,0-2,2 ori mai mici fata
de martor pentru gena Cu/Zn-SOD 1 si de 18,1 ori pentru gena Cu/Zn-SOD 11 (Figura 4.3 C).

Influenta stresului biotic asupra activitatii genelor ce codifici ascorbat peroxidazele 1a
floarea-soarelui. Ascorbat peroxidazele apartin super-familiei de peroxidaze specifice la plante.
Diferite izoforme sunt clasificate in sub-familii in functie de localizarea lor subcelulara.

Nivelul de activitate a acestora printre genotipurile cultivate in substrat neinfestat a
cuprins intervale mai mari pentru gena APX1 0,052-2,108 un. c. si mai diminuate 0,023-0,883
un. c. pentru gena APX3.

Pattern-ul de expresie al genei responsabile de sinteza enzimei citosolice APX1 la
genotipul Favorit R s-a caracterizat prin subexpresie slaba la doud etape (18 si 53 de zile cu
aceiagi valoare de 1,7 ori pentru ambele) si supraexpresie de 3,3 ori la ultima etapa. Evaluarea in
dinamica a continutului transcriptului APX3 a relevat valori in limitele martorului pe toata

perioada de cultivare in conditii de stres biotic (Figura 4.4 A).
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Fig. 4.4. Expresia relativa a genelor APX1, APX3 (fold change) la floarea-soarelui
A — Favorit R, B - PR64LE20 R, C — Performer S.

Analiza valorilor de expresie a transcriptului APX1 la al doilea genotip rezistent, a indicat
un profil asemanator cu cel al genotipului Favorit R, doar ca valorile au fost semnificativ mai

mari (subexpresie de 41,0 ori a fost semnalata la 21 de zile si supraexpresie de 4,8 ori la 67 de
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zile) (Figura 4.4 B). Transcriptul APX3 a manifestat activitate foarte inalta de 13,0 ori la etapa de
18 zile, urmata de o usoara subexpresie de 2,0 ori la 21 si 35 de zile (Figura 4.4 B).

In cazul genotipului Performer S pattern-ul de expresie al genelor ascorbat peroxidazelor
s-a manifestat in functie de particularitatile genetice si fiziologice ale acestuia. Desi, acest
genotip a fost infestat, continutul de ARNm pentru transcripti APX a fost initial supraexpresat de
2,3-2,6 ori, urmat de inhibarea genei prin subexpresie de 3,8-5,5 ori peste 3 zile, care pana la
etapa de dezvoltare a lastarilor sa revina la supraexpresie (Figura 4.4 C).

Sinteza rezultatelor obtinute

In aspect integrativ al tuturor modificirilor fiziologice si moleculare ale raspunsului
defensiv, genotipul Favorit R a demonstrat o capacitate inaltd de a mentine un echilibru
homeostatic al parametrilor interni pe intreaga perioada de actiune a factorului stresogen (17/14
cazuri subexpresie/supraexpresie din 70 de cazuri). Modificarile tranzitorii in acumularea
transcriptilor coreleaza direct cu cea a produsilor de expresie (acumularea compusilor si
activitatea enzimelor la etapa de 35 de zile), ceea ce demonstreaza reglarea proceselor defensive
la diferite nivele ale cailor metabolice, astfel incat, sa corespunda starii fiziologice noi, adaptive,

conditionatd de semintele de O. cumana din rizosfera (Figura 4. 5).
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Fig. 4.5. Evidentierea modificirilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al genotipului

Favorit R
Genele fara indice — gene cu expresie slabd; *- gene cu expresie moderatd, t supraexpresie a genelor; l—
subexpresie a genelor; | - activitate enzimatica sporitd.
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Mentinerea fluctuatiilor in limitele normei, pe intreaga perioadd de studiu, releva
semnalizarea celulara continud, desi cu o intensitate mai micd a factorului de stres. In favoarea
acestei concluzii sunt acumularile de lignina si caloza in cilindrul central, care indica asupra unor
posibile procese defensive post-atasament.

Capacitatea de reglare in formarea raspunsului defensiv indus de semintele de lupoaie la
al doilea genotip rezistent - PR64LE20 R nu s-a caracterizat prin periodicitate si ritm similar
genotipului Favorit R. Tendinta de minimalizare a devierilor de la norma prin capacitatea de
reglare stoichiometricd a parametrilor studiati, a manifestat o stare de alarma, aproape pe
intreaga perioada, exprimata preponderent prin represia sintezei ARNm (30 de cazuri din 70)
(Figura 4.6).
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Fig. 4.6. Evidentierea modificarilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al genotipului
PR64LE20 R
Genele fara indice — gene cu expresie slaba; *- gene cu expresie moderatda; **- gene cu expresie puternica, ***-
gene cu expresie foarte puternicd; t— supraexpresie a genelor; l - subexpresie a genelor; - activitate enzimatica

sporitd.

Neafectarea cresterii si dezvoltarii plantelor in contrast cu fluctuatiile mari in activitatea
de expresie a genelor, activitatea enzimelor si continutul de lignina si caloza, sugereaza asupra
unei strategii a organismului de a directiona energia metabolicd spre obtinerea unei stari
fiziologice optime pentru adaptarea si dezvoltarea rezistentei la stres. Astfel, reactiile de aparare
manifestate prin impregnarea peretilor celulari cu fenilpropanoide si glucani, sporirea activitatii
enzimelor si nivel de supraexpresie ale genelor studiate ce coreleaza direct s-a constatat doar la

etapa de 67 de zile. Fenotipul plantelor neinfestare de O. cumana, asociat cu profilul temporal al
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perturbatiilor la nivel molecular, biochimic si histologic demonstreaza redistribuirea energiei si a
resurselor interne spre alte procese de raspuns cu repercusiuni minore pentru cresterea in
continuare a plantelor.

Spre deosebire de ambele genotipuri rezistente, la care s-au constatat reactii
compensatorii, coordonate in acumularea transcriptilor, enzimelor si componentelor peretelui
celular fara a perturba cresterea si dezvoltarea plantelor de floarea-soarelui pe fundal de
infestare, in cazul genotipului Performer S s-a constatat o intensificare semnificativa a starii de
stres, manifestatd prin ritmul mult mai sporit in acumularea secventelor transcrise (23 de cazuri)

si al activitatii enzimelor PAL, SOD si APX (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Evidentierea modificarilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al genotipului
Performer S
Genele fara indice — gene cu expresie slaba; *- gene cu expresie moderatda; **- gene cu expresie puternica, ***-
gene cu expresie foarte puternicd; t - supraexpresie a genelor;l - subexpresie a genelor; - activitate enzimaticd
sporitd.

Modificarile histochimice, biochimice si moleculare din calea metabolica a ligninei sunt
reactii active 1n cazul acestui patosistem (acumulare suplimentard de lignind, activitate
enzimaticd PAL sporitd si nivel de supraexpresie a genelor din aceastd cale la etapele de
dezvoltare a lastarilor). Activitatea APX sporitd a corelat cu profilul de expresie a genelor APX
studiate pe tot parcursul dezvoltarii patosistemului. In cazul metabolismului calozei —
acumularea suplimentara a acestui compus a fost atestata la etapa de dezvoltare a lastarilor, insa

pattern-ul de expresie la acel moment s-a caracterizat prin subexpresie a celor patru gene GSL.
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Rezultate similare au fost puse in evidenta si in cazul activitatii enzimelor SOD corelate cu
expresia genelor ce le codifica, la etapa de formare a atasamentelor (21 de zile). Aceasta
destabilizare a starii fiziologice poate fi relationatd unor deficiente in procesarea post-
transcriptionald a produsilor de expresie.

Fenotipul morfologic al acestui genotip caracterizat prin intarziere in dezvoltare
corespunde cu profilul molecular, indicand asupra unei incapacititi de minimalizare a
fluctuatilor parametrilor interni, cauzand pierderi de energie si substanta, importante in procesele

de aparare.
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CONCLUZII GENERALE

1. Analiza histochimica (cap. 3.2) privind fortificarea peretilor celulari in sectiunile
radiculare de floarea-soarelui din cadrul sistemelor de incompatibilitate cu O. cumana a
evidentiat activarea depozitarii suplimentare a ligninei si calozei la diferite etape de
dezvoltare la 3 genotipuri rezistente dintre cele patru luate in studiu. Printre acestea se
remarca genotipul Favorit R, care a manifestat cel mai inalt nivel de acumulare a ligninei
si calozei incepand cu etapa de dezvoltare de 35 de zile. In cazul patosistemelor dintre
genotipurile sensibile si lupoaie, doar Performer S a indicat un nivel suplimentar de
acumulare a ligninei si calozei 1n peretii celulari dupa dezvoltarea lastarilor subterani si
aerieni. Totusi aceastd reactie de apdrare nu 1i permite gazdei sd lupte cu invazia

patogenului [9, 10].

2. Activitatea enzimatica la genotipurile de floarea-soarelui supuse infestarii (cap. 3) a
prezentat tendinte variate, dependente de genotip si faza de dezvoltare a plantelor gazda.
Astfel, activitatea PAL si ascorbat peroxidazei au crescut la Favorit R, PR64LE20 R si
Performer S pe toatd perioada ontogenetica [9]. Activitatea enzimelor SOD a pus in
evidentd o dinamica similara de diminuare a activitatii de la prima etapa pana la 21-35 de
zile, urmata de cresterea acesteia pana la finele cultivarii. Sistemele de incompatibilitate
dintre genotipurile rezistente si lupoaie s-au caracterizat prin sporirea activitatii SOD la
ultimele doua etape de co-cultivare. In cadrul patosistemelor (Performer — O. cumana si
LG-5525 — O. cumana) activitatea SOD s-a mentinut mai ridicata fata de martor pe toata

perioada de dezvoltare, reactie determinata de interactiunea dintre membrii Sistemului.

3. Investigarea pattern-clor de expresie a 14 gene (cap. 4) implicate in fortificarea peretilor
celulari prin acumulari suplimentare cu lignind, caloza si metabolismul SRO in cazul a
trei variante de studiu: norma, incompatibilitate H. annuus L. — O. cumana Wallr. si
patosistem a evidentiat activarea diferitor reactii defensive in functie de genotip. Astfel,
genotipul Favorit R s-a caracterizat printr-un echilibru de supra-/subexpresie a genelor,
pe cand PR64LE20 R a manifestat un profil molecular remarcat prin diminuarea
activitatii genelor analizate. In cadrul patosistemului Performer S — O. cumana, gazda a

manifestat o luptd activa cu invazia patogenului prin intensificarea expresiei [9, 30].

4. Analiza rezultatelor histologice, biochimice si moleculare (cap. 4) si corelatia acestora a
permis sd constatdm declansarea unor mecanisme comune implicate in fortificarea
peretilor celulari (expresia genelor, activitatea enzimatica si acumularea de lignina si
calozd) ca reactie defensiva a tuturor genotipurilor, exprimata temporar diferit (Favorit R
— 35 de zile, PR64LE20 R - 67 de zile si Performer S — 53 de zile). La genotipurile
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rezistente predomina procesele de inhibare ale activitatii genelor (cu raportul de 17/14
subexpresate/supraexpresate din 70 cazuri la Favorit R, si respectiv, 30/11 la PR64LE20
R), pe cand la Performer se remarca supraexpresia genelor (16/23).

Rezistenta la lupoaie a genotipului Favorit R (gena Or6; rasa F) a fost asigurata de
manifestarea timpurie a reactiei de raspuns si mentinerea homeostatica ulterioara a
tuturor parametrilor investigati. Acestd strategie reprezintd rezultatul activarii
mecanismelor nespecifice de rezistentd la nivel de post-atasament. Activarea
mecanismelor din calea fenilpropanoidelor si glucanilor la genotipul PR64LE20 R (rasa
G) se constatd mult mai tarziu si este suplimentatd de activitatea enzimelor antioxidante.
Astfel, reactiile de aparare ale acestui genotip sugereaza asupra unei actiuni defensive a
organismului directionata spre obtinerea unei stari fiziologice optime pentru adaptarea si

dezvoltarea rezistentei la stres.

RECOMANDARI PRACTICE

Datele obtinute si expuse in lucrarea de fatd sunt recomandate pentru a fi implementate in
curriculumul universitar pentru studii superioare de licentd. Informatiile vin in
completarea cursurilor de Botanica si Fitopatologie (aspecte ale ciclului vital al
patogenului), Fiziologie vegetala (mecanisme de rezistentd nespecifica) si Genetica

(interactiunile dintre gene).

Genotipul Favorit R poate fi recomandat in calitate de donor de gene pentru strategiile de
obtinere a hibrizilor rezistenti fatda de atacul lupoaiei, din cadrul programelor de
ameliorare si obtinerea germoplasmei cu rezistentd nespecifica care este mai stabild fata

de variabilitatea genetica si rasiald a O. cumana.

Primerii elaborati pentru determinarea profilului de expresie a 14 gene implicate in
fortificarea peretilor celulari si sinteza enzimelor antioxidante, se recomanda a fi utilizati
in testarea potentialului de rezistenta a germoplasmei de floarea-soarelui la Orobanche
cumana si aplicarea acestora ca indicatori ai rezistentei in programele de ameliorare si

producere a hibrizilor.
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ADNOTARE

Tabara Olesea ,,Estimarea modificarilor fiziologice si moleculare ale raspunsului defensiv in sistemul gazda-
parazit (Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr.)”, teza de doctor in stiinte biologice, Chiginau, 2020.

Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 328 de titluri,
103 de pagini de text de baza din 137 de pagini totale, 10 tabele, 33 de figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate in
18 lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: Helianthus annuus L., Orobanche cumana Wallr., rezistentd nespecificd, mecanisme
defensive post-atasament si post-haustoriale, interactiunea gazda-parazit, sistem de compatibilitate si
incompatibilitate.

Domeniu de studiu: 164.2 — Fiziologie vegetald

Scopul lucrarii: Elucidarea modificarilor fiziologice si moleculare asociate cu rezistentd plantelor la atacul
lupoaiei ca baza stiintificd de ameliorare si optimizare a tehnologiei de cultivare a plantelor de floarea-soarelui in
Republica Moldova.

Obiectivele cercetirii: Studiul histochimic privind fortificarea peretilor celulari ai sectiunilor radiculare de
floarea-soarelui in cadrul sistemelor de compatibilitate si incompatibilitate cu O. cumana; Evaluarea raspunsului
defensiv prin estimarea activitatii unor enzime (fenilalanin amonia-liaza, superoxid dismutaza si ascorbat
peroxidaza) la diferite etape de infestare artificiala cu O. cumana; Estimarea cantitativa a expresiei genelor implicate
in fortificarea peretilor celulari, neutralizarea superoxidului si peroxidului; Analiza integrativa a parametrilor
histologici, biochimici si moleculari, pentru validarea si evaluarea utilitatii acestora in strategiile de ameliorare.

Noutatea si originalitatea stiintifica: S-a efectuat evaluarea ampla a modificarilor histologice (acumularea
ligninei si calozei), biochimice (activitatea fenilalanin amonia-liazei, superoxid dismutazei si ascorbat peroxidazei)
si moleculare (expresia unor gene implicate in fortificarea peretilor celulari si sinteza enzimelor antioxidante) la
genotipurile sensibile si rezistente de floarea-soarelui in conditii de infestare artificiald cu lupoaie la cinci etape de
dezvoltare a patogenului. In baza corelatiilor pozitive dintre expresia genelor, activitatea enzimatica si acumularea
de metaboliti secundari, pentru prima datd s-a constatat declansarea unor mecanisme comune implicate in
fortificarea peretilor celulari ca reactie defensiva a tuturor genotipurilor, exprimata temporar diferit. Rezistenta la
lupoaie a genotipului Favorit (gena Or6; rasa F) este asiguratd de manifestarea timpurie a reactiei de raspuns (35
zile) si mentinerea homeostaticd ulterioard a tuturor parametrilor investigati. Activarea mecanismelor din calea
fenilpropanoidelor si glucanilor la genotipul PR64LE20 (rasa H) se constatd mult mai tarziu (67 zile) si este
suplimentata de activitatea enzimelor antioxidante.

Rezultatele obtinute care contribuie la solutionarea unei probleme stiintifice importante: constd in
fundamentarea stiintifica a cunostintelor actuale despre mecanismele nespecifice de rezistenta a plantelor la
infestarea cu holoparazite, in dinamica, ce a contribuit la formularea principiilor stiintifice ca baza a optimizarii
tehnologiei de cultivare a plantelor de floarea-soarelui in Republica Moldova, permitind valorificarea acestora in
programele de ameliorare si de obtinere a hibrizilor rezistenti prin utilizarea unor donori de gene de la genotipurile
rezistente.

Semnificatia teoretica: Studiul realizat reprezintd o bazd metodologica fundamentald ce aprofundeaza
cunostintele despre mecanismele de rezistentd ale plantelor de floarea-soarelui la lupoaie; fortificarea peretilor
celulari intru prevenirea invaziei patogenului; participarea enzimelor antioxidante Tn mentinerea statutului redox si
asigurarea raspunsului defensiv la atacul lupoaiei.

Valoarea aplicativa a lucrérii: Integrarea rezultatelor obtinute la nivel histologic, biochimic si molecular
reprezintd o baza teoreticd pentru directia de ameliorare si protectie a plantelor fatad de rizopatogeni vegetali. De
asemenea, unele informatii vin in completarea cursurilor de Botanica si Fitopatologie (aspecte ale ciclului vital al
patogenului), Fiziologia vegetala (mecanisme de rezistentd) si Genetica (interactiunile dintre gene). Se recomanda
utilizarea genotipului rezistent Favorit in calitate de donor de gene pentru strategiile de obtinere a hibrizilor
rezistenti din cadrul programelor de ameliorare a rezistentei nespecifice la atacul lupoaiei.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Datele obtinute in lucrare servesc in calitate de material stiintifico-
didactic la predarea cursului de Fitopatologie si Fiziologie vegetald. Primerii elaborati pentru determinarea profilului
de expresie se recomanda a fi utilizati in testarea potentialului de rezistenta la Orobanche cumana a germoplasmei
de floarea-soarelui.
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ANNOTATION

Tabara Olesea ""Estimation of the physiological and molecular changes of the defensive response in the host-
parasite system (Helianthus annuus L. - Orobanche cumana Wallr.)", PhD thesis in Biological Sciences,
Chisinau, 2020.

The thesis includes introduction, four chapters, general conclusions and recommendations, the bibliography
with 328 sources, 103 pages basic text out of 137 total pages, 10 tables, 33 figures. The obtained results are
published in 18 scientific papers.

Key words: Helianthus annuus L., Orobanche cumana Wallr, nonspecific resistance, post-attachment and
post-haustorial defensive mechanisms, host-parasite interaction, compatibility and incompatibility system.

Field of study: 164.2 - Plant physiology

The purpose of the paper consists in evaluation of the physiological and molecular changes associated with
plant resistance against broomrape attack as the scientific basis for breeding programs and improvement of
sunflower cultivation technologies in the Republic of Moldova.

Research objectives: Histochemical analysis of cell wall reinforcement in sunflower root cells within
compatibility and incompatibility systems with O. cumana; Evaluation of defensive response by estimation of the
activity of some enzymes (phenylalanine ammonia-lyase, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase) at
different stages of artificial infection with O. cumana; Quantitative mRNA expression of genes involved in
reinforcement of cell wall, metabolism of superoxide and peroxide radical; Integrative analysis of histological,
biochemical and molecular patterns for validation and assessment of their use in breeding strategies.

Novelty and scientific originality: Extensive evaluation of histological (accumulation of lignin and callose),
biochemical (activity of phenylalanine ammonia-lyase, superoxide dismutase and ascorbate peroxidase) and
molecular (expression of genes involved in cell wall reinforcement and synthesis of antioxidant enzymes) changes
in susceptible and resistant sunflower genotypes have been performed at five developmental stages of broomrape
under conditions of artificial infestation. Based on the positive correlations between gene expression, enzymatic
activity and accumulation of secondary metabolites, for the first time it was found that common mechanisms
involved in the fortification of cell walls were triggered as a defensive reaction in all genotypes, being expressed at
different developmental stages. The resistance of genotype Favorit (Or6 gene; race F) against broomrape is ensured
by the early manifestation of the response reaction (35 days) and the subsequent homeostatic maintenance of all
investigated parameters. The activation of mechanisms from phenylpropanoids and glucans pathways in the
genotype PR64LE20 (race H) is found much later (67 days) and it is supplemented by the activity of antioxidant
enzymes.

The obtained results that contribute to solve an important scientific problem consist in scientific
foundation of the current knowledge related to the non-specific mechanisms of plant resistance to holoparasite
infection, in dynamics, which contributed to the formulation of scientific principles as a basis for improvement of
sunflower cultivation technologies in the Republic of Moldova, allowing their application in breeding and obtaining
of resistant hybrids by using gene donors from resistant genotypes.

Theoretical significance. The study represents a fundamental methodological basis that deepen the
knowledge related the mechanisms of resistance of the sunflower against broomrape; the reinforcement of cell walls
to prevent pathogen invasion; the role of antioxidant enzymes in maintaining of redox status and ensuring the
response to broomrape attack.

Applicative value of the work. Integrative approach of the results obtained at the histological, biochemical
and molecular level represents a theoretical and fundamental basis for the direction of plant breeding and plant
protection against root pathogens. Also, some information completes the courses of Botany and Phytopathology
(aspects of broomrape life cycle), Plant physiology (resistance mechanisms) and Genetics (gene interaction). It is
recommended to use the genotype Favorit as a gene donor for strategies of obtaining resistant hybrids in the
breeding programs oriented to non-specific resistance.

Implementation of scientific results. The obtained data serve as a scientific material in the teaching of the
course of Phytopathology and Plant Physiology. Developed specific primers are recommended for testing the
expression profile of sunflower germplasm to broomrape resistance.
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AHHOTAIIUAS

Tadops Ouecs, «OueHka PU3MOTOTHIECKUX M MOJIEKYJISIPHBIX H3MEeHEHHIi 3aIIHTHOTO OTBETA B CHCTEMe
xo3simu-napasur (Helianthus annuus L. - Orobanche cumana Wallr.)», auccepranus Ha COMCKaHHE YIEHON
CTETIeHN KaHauaaTa Ouonornueckux Hayk, Kummnes, 2020.

Pabora BrimtowaeT BBeAEHHE, YETHIPE TJIaBBI, OOIIME BHIBOIBI M pEeKOMEHIAIMH, Oubimorpaduio n3z 328
UCTOYHUKOB, 137 ctpanun obmero oobema, 10 Tabmur, 33 pucyHkoB. [loxydeHHBIE pe3ynbTaThl OTpakeHH B 18
HAaYYHBIX IyOJMKALUIX.

KmoueBnbie cioBa: Helianthus annuus L., Orobanche cumana Wallr, wecrienndudeckast ycTORIMBOCTS,
3aIIUTHBIE MEXaHU3MBbI, B3aNMOACHCTBUE X035 MHA C TAPA3UTOM, CHCTEMa COBMECTHMOCTH U HECOBMECTHMOCTH.

Oonactp uccaenoBanmii: 164.2 - dusznosnorus pacreHUi

Heabio nanHoii pa6oTsl sBisieTcs: lI3ydeHne (U3MONOTMYECKHX M MOJEKYISIPHBIX HM3MEHEHUH,
CBSI3aHHBIX C YCTOWYHMBOCTBIO pAacTeHMH K 3apasuxe, Kak Hay4yHas OCHOBa /ISl YCOBEpIICHCTBOBAHHUS H
ONTHMU3AIMY TEXHOJIOTHI BBIpalMBaHUs NOACOIHEYHNKa B PecrryOnnke Monnosa.

3agaum nccjaenoBaHus: ['MCTOXMMUYECKOE HCCIIEOBAHUE, Kacalolieecs yKPEIIeHUs! KIETOYHbIX CTCHOK
KJIETOK KOPHS IOJICOJTHEYHHKA B CHCTEMaX COBMECTHMOCTH M HecoBMecTUMOCTH ¢ O. cumana; OLEHKA 3alUTHOTO
OTBETa  IIyTeM  ONpENeNeHHs  aKTHBHOCTH  HEKOTOPHIX  (epMeHTOB  ((eHMIanaHMH-aMMHAK-THa3H,
CYNEPOKCUIANCMYTa3bl M acKOpPOATIEPOKCHAA3bI) HA Pa3HBIX CTAAMAX HCKYCCTBEHHOro 3apaxenus O. cumana,
KonmuecTBeHHas OIEHKa SKCIPECCHMM T'CHOB, YYAaCTBYIOIIMX B YTOJIICHHWE KIETOYHOM CTEHKH, MeTabonm3me
CYHNEpOKCHIAa M TIEpPOKCHIa; AHAIN3 B3aUMOCBS3CH THUCTOJNIOTMYECKUX, OHOXMMHYECKHX W MOJEKYISIPHBIX
mapaMeTpoOB € LECJIbIO BBIABJICHNWA HOBBIX aCIICKTOB yCTOﬁ‘IHBOCTH K 3apasuxe.

HoBu3Ha u Hay4yHasi OPHUIMHAJBHOCTb. bBbUla TpoBeaeHa KOMIUIEKCHAsl OIIEHKA THCTOJOTMYEeCKUX
(HakorleHWe ~ JUTHUHA U Kajo3bl), OMOXMMHUYECKMX  (AKTHBHOCTb (eHnIaNnaHH-aMMHaK-JIHa3bl,
CYNEPOKCUIANCMYTa3bl U acKOpOATIEepOKCHIA3bl) M MOJEKYJSIPHBIX (DKCIPECCHsl TEHOB, YYacTBYIOUIMX B
o0orameHly KIETOYHOH CTEHKHM M CHHTE3 aHTHOKCHJAHTHBIX (DEPMEHTOB) W3MEHEHHH y YYBCTBHUTEIBHBIX M
YCTOWYMBBIX TEHOTHIIAX IOJCOJIHEYHWKA Ha IIATH CTaAMAX Pa3BUTHS IATOTEHA B YCIIOBHSAX HMCKYCCTBEHHOTO
3apaKeHUs 3apa3uxoil. Ha OCHOBE MOJOXHUTENBHOM KOPPEISIMH MEXIY 3KCIPECCHEH T'€HOB, 3H3MMATHUECKOH
AKTHBHOCTBIO M HAKOIUICHHEM BTOPHYHBIX METAOONMTOB BIEPBHIE OBUIO OOHAPY)KEHO, YTO Yy BCEX H3yYCHHBIX
TEHOTHIIaX, HA PA3HBIX CTAAMAX Pa3BUTHUS, 3AIyCKAaIOTCSl OJJMHAKOBBIE MEXaHHM3MBI, YJacTBYIOUINE B YKPEIUICHHH
KJIETOYHBIX CTEHOK. YcroWunmBocTh renoruna @®asopur (ren Or6; paca F) k 3apasmxe obecneunBaeTcs paHHUM
MPOSIBIGHHEM OTBETHOM peakiuu (35 gHeH) M TOCHEIYIOIIMM TOMEOCTaTHYECKUM MOJAEpKaHHEM BCEX
HCCIIEAyeMbIX MapaMeTpoB. AKTHBALMSI MEXaHU3MOB (DEHMIIPOIaHouIHOTO IyTs y reHotuna PR64LE20 (paca H)
oOHapyKeHa 3HAUUTEIHHO Mo3Ke (67 AHEH) U JOTONHSIETCS aKTUBHOCTHIO aHTHOKCUIAHTHBIX (DEpPMEHTOB.

IMonyyeHHble pe3yJabTaThbl, KOTOPbIE CIOCOOCTBYIOT peIIEHMI0 Ba)KHOW Hay4yHoWl mpodsaemsbr: B
paboTe mpenCTaBIEHbl HOBBIE JaHHbIE O HECHeUUPHUYECKNX MEXaHM3Max YCTOMYMBOCTH pacTeHHH K
TOJIONIAPAa3UTHOW HMH(EKINH, YTO CIOCOOCTBYET BBISBJICHHIO AaCIIEKTOB 3alIUTHON peakIMu B CHCTEMax
COBMECTUMOCTH ¥ HECOBMECTUMOCTH XO3SIMH - ATOTEH.

Teoperunueckas 3HaunMOCTh. VccrnenoBanue sBisieTcst pyHIaMEHTaIbHOW METOAOJIOTHYECKOH OCHOBOW,
yriryOusitorneil 3HaHUsT 0 MEXaHW3MaxX YCTOHYMBOCTH TOJACOJIHEYHHKA K 3apa3uxe; 00 YTOJNIIEHHE KIETOYHBIX
CTEHOK /I NPENOTBPAIICHHS NPOHHUKHOBEHWS IIATOTCHOB;, 00 YYacTHM aHTHOKCHAAHTHBIX ()EPMEHTOB B
MOJJIEP)KAaHUN OKHCIIUTEIbHO-BOCCTAHOBUTEIBHOIO CTaryca M OOECHEYEeHWH OTBETHOM peakluMu Ha BIHMSHUE
3apa3uxu.

Mpuknaanasa weHHOCTH: HTerpupoBaHWe pe3yabTaTOB, MOJYYEHHBIX Ha  TUCTOJIOTHYECKOM,
OMOXMMHYECKOM U MOJIEKYJIIPHOM YPOBHSX, MPEAOCTABISIIOT TEOPETHUUYECKYI0 M (PYHIAMEHTAILHYIO OCHOBY ISt
BBISIBJICHUA yCTOﬁ‘IHBBIX K 3apasuxe€ Ir€HOTUIIOB ITOJACOJIHCUHUKA W 3alUTHI paCTeHHﬁ. KpOMe TOTO, MOJYYCHHBIC
JIaHHBIE CITY)aT Hay4YHO-Y4eOHBIM JIONOJIHEHHEM K KypcaM 1o boranuke n ®duronaronorun (aCHeKThl >KU3HEHHOTO
IUKJa 3apasuxu), Pusnonorun pacteHnii (MeXaHM3MBl YCTOWYMBOCTH). PekomeHmyeTcst MCHoIb30BaTh T'€HOTHII
daBopuT B KauecTBe JJOHOPA I'€HOB VISl TTOJyYESHHUS] YCTOWYHNBBIX THOPHIOB B CEIEKIIMOHHBIX ITPOTpaMMax.

Buenpenue Hay4YHBIX J0CTH:KeHHH. [loydeHHbIe TaHHBIE CITy>KaT HAyYHO-00pa30BaTeIbHBIM MaTepHaIoM
npu  mpenojaBaHuu  Kypca ®uromartomormu u  Pusmonormu pacreHuil. PexomenmayeTrcs HMcroib30BaTh
paspaboraHHble TpaiiMepbl Ul ONpenesieHns NpoduIis SKCIPECCHH TI'€HOB INPH TECTUPOBAHUHM YCTOWYMBOCTH
repMoruIa3Msel rojconHeannka k Orobanche cumana.

33



TABARA OLESEA

ESTIMAREA MODIFICARILOR FIZIOLOGICE SI MOLECULARE
ALE RASPUNSULUI DEFENSIV iN SISTEMUL GAZDA-PARAZIT
(HELIANTHUS ANNUUS L. — OROBANCHE CUMANA WALLR.)

164.02 — FIZIOLOGIA VEGETALA

Rezumatul tezei de doctor in stiinte biologice

Aprobat spre tipar: data Formatul hartiei 60x84 1/16
Hartie ofset. Tipar ofset. Tiraj ... ex...
Coli de tipar.: ... Comandanr. ....

Denumirea si adresa institutiei unde a fost tiparit autoreferatul

34



