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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 lucririi: 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 i 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 rezistentd a plantelor la
infestarea cu holoparazite, in dinamica, ce a contribuit la formularea principiilor stiintifice ca bazd 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 metodologicad 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 In mentinerea statutului redox si
asigurarea raspunsului defensiv la atacul lupoaiei.

Valoarea aplicativa a lucririi: 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.



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.



AHHOTAIIUAS

Tadops Ouecs, «OueHka GPU3MOTOTHIECKHX U MOJIEKYJISIPHBIX H3MEeHEHHIi 3aIIUTHOTO OTBETA B CHCTEMe
xo3simH-napasur (Helianthus annuus L. - Orobanche cumana Wallr.)», auccepranus Ha couckaHue y4€HON
CTETIeHN KaHauaTa Ouonornueckux Hayk, Kummnes, 2020.

Pabora BrimtOWaeT BBeAEHHUE, YETHIPE TJIABBI, OOIINE BHIBOIBI M pEeKOMEHIAIWH, Oubdimorpaduio n3z 328
UCTOYHUKOB, 137 ctpanun obmero oobema, 10 Tabmur, 33 pucyHkoB. IloxydeHHBIE pe3ynbTaThl OTPakeHHI B 18
HAaYYHBIX IyOJIHKALUIX.

KmoueBnie cioBa: Helianthus annuus L., Orobanche cumana Wallr, wecrienndudeckast ycTORIMBOCTS,
3alIUTHBIE MEXaHU3MBbI, B3aUMOACHCTBUE X035 MHA C TAPa3UTOM, CHCTEMa COBMECTHMOCTH U HECOBMECTHMOCTH.

Obnactp uccaenoBanmii: 164.2 - duznosnorus pacTeHui

Heabio nanHoii padéoThl siBisieTcs: lI3ydeHne (U3MONOTMYECKHX M MOJEKYISIPHBIX HM3MEHEHUH,
CBSI3aHHBIX C YCTOWYHMBOCTBIO pAacTeHMH K 3apasuxe, Kak Hay4yHas OCHOBa /ISl YCOBEpIICHCTBOBAHHUS H
ONTHMU3AIIMU TEXHOJIOTHI BhIpallIMBaHMs TO/ICOTHEUHUKA B Pecrryomke Momosa.

3agaum nccjenoBaHus: ['MCTOXMMUYECKOE HCCIIEOBAHUE, Kacalolleecs yKPEIIeHUs! KIETOYHbIX CTCHOK
KJIETOK KOPHS IOJICOTHEYHHKA B CHCTEMaX COBMECTHMOCTH M HecoBMecTUMOCTH ¢ O. cumana; OneHka 3aiuTHOTO
OTBETa  IIyTeM  ONpENeNeHHs  aKTHBHOCTH  HEKOTOpHIX  (epMeHTOB  ((peHMIIATAaHWH-aMMHAK-IHa3HI,
CYNEPOKCHUAINCMYTa3bl M acKOpOATIEPOKCHIA3bI) Ha Pa3HBIX CTAJMAX HCKYCCTBEHHOTo 3apaxkeHus O. cumana,
KonmuecTBeHHAs OIEHKa SKCIPECCHM T'CHOB, YYAaCTBYIOIIMX B YTOJIICHHWE KIETOYHOM CTEHKH, MeTabonm3me
CYNEpOKCHIAa M TIEpPOKCHIa; AHAIW3 B3aUMOCBS3EH THCTOJOTMYECKHX, OMOXHMHYECKHX MW MOJEKYISIPHBIX
nmapaMeTpoOB € LECJIbIO BBIABJICHNA HOBBIX aCIIEKTOB yCTOﬁ‘IHBOCTH K 3apasuxe.

HoBu3Ha u HayyHasi OPHUIMHAJBbHOCTb. bbUla TpoBeAeHa KOMIUIEKCHAsl OIIEHKA TMCTOJOTMYECKUX
(HakomIeHWe ~ JUTHUHA U KaJio3bl), OuoXuMHUUYECKUX  (aKTUBHOCTh (eHnIaNnaHH-aMMHaK-JIHa3bl,
CYNEpPOKCUIANCMYTa3bl U acKOpOATIepOKCHIA3bl) M MOJEKYJSIPHBIX (IKCIpPECCHsl TEHOB, YYacTBYIOUIMX B
o0orameHly KIETOYHOH CTEHKHM M CHHTE3 aHTHOKCHJAHTHBIX (DEPMEHTOB) W3MEHEHHMH y YYBCTBHUTEIBHBIX M
YCTOWYMBBIX TEHOTHIIAX IOJCOJIHEYHWKA HA IIATH CTaAWsX Pa3BUTHS IaTOTCHAa B YCIOBHAX HCKYCCTBEHHOTO
3apaKeHUs 3apa3uxoil. Ha OCHOBE MOJOXHUTENBHOM KOPPEISIMH MEXIy JKCIPECCHEH T'€HOB, 3H3MMATHYCCKOH
AKTHBHOCTHIO M HAKOIUICHHEM BTOPHYHBIX METAOONHTOB BIEPBHIE OBUIO OOHAPY)KEHO, YTO Yy BCEX H3yYCHHBIX
TEHOTHIaX, HA PA3HBIX CTAAMAX Pa3BHUTHS, 3aIyCKAIOTCS OJMHAKOBBIE MEXaHM3MBI, yJacTBYIOIINE B YKPEIUICHUH
KJIETOYHBIX CTEHOK. YcroWunmBocTh renoruna @®asopur (rer Or6; paca F) k 3apasmxe obecneunBaeTcs paHHUM
MPOSIBIGHHEM OTBETHOM peakiuu (35 pgHeH) M TOCHEIYIOIMMM T'OMEOCTaTHMYECKHM IOAJEepKAaHHEM BCeX
HCCIIeTlyeMbIX TTapaMeTpOB. AKTHBAIMS MEXaHH3MOB (peHmImponanonaHoro myts y renoruna PR64LE20 (paca H)
oOHapyKeHa 3HAYUTEIHHO Mo3Ke (67 AHEH) U JOTONHSIETCS aKTUBHOCTHIO aHTHOKCUJIAHTHBIX (DEPMEHTOB.

IMonyyeHHble pe3yJabTaThbl, KOTOPbIE CIHOCOOCTBYIOT pELIEHHI0 BaKHOW Hay4Hoii mpoduemsbr: B
paboTe mpenCTaBIEHbl HOBBIE JaHHbIE O HECHeUU(PHUYECKHX MEXaHM3Max YCTOMYMBOCTH pacTeHHH K
TOJIOTIAPAa3UTHOW HMHQEKINH, YTO CIIOCOOCTBYET BBISBJICHHIO ACIEKTOB 3alIUTHOM peakIuu B CHUCTEMax
COBMECTUMOCTH ¥ HECOBMECTUMOCTH XO3SIMH - ATOTEH.

Teopernueckas 3HauUNMOCTh. VccrnenoBanue sBisieTcss QyHIaMEHTaIbHOW METOAOJIOTHYECKOH OCHOBOW,
yriryOusitorneil 3HaHUsT 0 MEXaHW3MaxX YCTOHYMBOCTH TOJCOJIHEYHHKA K 3apa3uxe; 00 YTOJNIIEHHE KIETOYHBIX
CTEHOK /I NPENOTBPAIIEHHS IPOHMKHOBEHWS IAaTOTCHOB;, 00 Y4YacTHM AHTHOKCHJIAHTHBIX (EPMEHTOB B
MOJJIEP)KAaHUN OKHCIIMTEIIbHO-BOCCTAHOBUTENHHOIO CTaryca M OOECHEYEeHWH OTBETHOM peaklMd Ha BIHMSHUE
3apa3uxu.

Mpuknagnasa weHHOCTH: HTErpupoBaHWe pe3yabTaTOB, MOJYYEHHBIX Ha  THUCTOJOTHYECKOM,
OMOXMMHYECKOM U MOJIEKYJIIPHOM YPOBHSX, MPEIOCTABJISAIOT TEOPETUIECKYIO M (DyHIaMEHTaIbHYI) OCHOBY IS
BBISIBJICHUA yCTOﬁ‘IHBBIX K 3apasuxe€ Ir€HOTUIIOB ITOJACOJIHCUHUKA W 3aIUTHI paCTeHHﬁ. KpOMe TOTO, IMOJYYCHHBIC
JIaHHBIE CITYXaT Hay4YHO-Y4eOHBIM JIONOJIHEHHEM K KypcaM 1o boranuke n ®duronaronorun (aCHeKThl >KU3HEHHOTO
IUKJIa 3apasuxu), dusnonorun pacteHni (MeXaHM3MBl YCTOWYMBOCTH). PexoMeHIyeTcs MCIosb30BaTh TE€HOTUII
daBopuT B KauecTBe JJOHOPA I'€HOB VISl TTOJyYESHHUS] YCTOWYHNBBIX THOPHIOB B CEIEKIIMOHHBIX ITPOTpaMMax.

Buenpenue Hay4YHBIX J0CTH:KeHHH. [lomydeHHbIe TaHHBIE CITy>KaT HAyYHO-00pa30oBaTeNIbHBIM MaTepHaIoM
npu  mpenojgaBaHun  Kypca ®uromatonormun u  @dusnonormu pacreHuii. PexoMeHnmyeTcs HCIONB30BATH
paspaboraHHble TpaiiMepbl Ul ONpenesieHus] NpoduIs SKCIPECCHH TI'€HOB INPH TECTUPOBAHUHM YCTOMYMBOCTH
repMoruia3Mel rojconHeanrka Kk Orobanche cumana.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate. Problema rezistentei si receptivitatii
plantelor la factorii nefavorabili de mediu este consideratd a fi de 0 maxima valoare atat pentru
stiinta biologicd contemporand, cat si pentru sectorul de producere a plantelor de culturd, ceea ce
prezinta un impact economic major pentru intreaga lume. Aceasta prerogativa este determinata
de cerintele actuale ale societitii de promovare a agriculturii eficiente. In consecinta, in fata
specialistilor din domeniu sta sarcina de a obtine culturi rezistente la diferiti factori limitativi
[325]. Prin rezistenta fata de patogeni se Subintelege insusirea organismului de a suporta mai
usor sau mai greu actiunea distructiva a invadatorului, aceasta reprezentand un fenomen complex
care evolueaza concomitent cu planta gazda si patogenul. In acest context, studiul mecanismelor
de rezistenta constituie o sarcind primordiald ce necesitd elucidare.

Floarea-soarelui (Helianthus annuus L.) reprezinta o culturd promovata pe scara larga in
Republica Moldova, datoritd valorii nutritive inalte si capacitatii de rezistenta la seceta [81].
Aceasta culturd se afla pe locul trei dupa grau si porumb, ocupand o cincime din suprafetele
arabile ale republicii [148] astfel, depasind limitele admisibile in rotatia culturilor [85] care
ulterior, favorizeaza sporirea frecventei si agresivitatii patogenilor. Printre numerosii agenti
infectiosi ale acestei culturi — Orobanche cumana Wallr. conditioneaza pierderi esentiale,
datorita unui patrimoniu genetic sarac de floarea-soarelui cu potential mare de rezistenta, precum
si lipsei unui control eficient al masurilor agrotehnice [4, 6, 148]. O. cumana (lupoaia) este pe
larg raspandita in arealul Europei de sud-est, regiunea Mediterand si Spania [90, 192].
Interactiunea dintre gazda si parazit 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 [78, 82, 84, 92]. Parazitismul
constd in absorbtia substantelor nutritive si apei din vasele conducatoare ale radacinii de H.
annuus, la nivelul carora O. cumana formeaza haustorii [90, 160].

Patosistemul H. annuus — O. cumana reprezinta un exemplu elocvent pentru evidentierea
celor doua tipuri de rezistenta: verticald (oligogenicd) si orizontala (poligenica). Primul tip se
manifesta prin mecanisme defensive specifice fata de anumite rase fiziologice ale unui patogen si
este bazat pe principiul gend-pentru gena care a fost eficient pana la aparitia raselor de lupoaie
mai agresive (G-H) ce au depasit genele Or1-Or6 de rezistenta [10, 16, 107].

Al doilea tip are un caracter permanent si se manifesta prin mecanisme nespecifice fata
de toate rasele patogenului, fara a se modifica in functie de acestea [279], exprimandu-se prin
sporirea cantitativa a unor compusi metabolici. Reactia fiziologicd a gazdei la infestarea cu

patogen poarta un caracter de faza prin modificarea parametrilor metabolici de la etapa incipienta
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de excitare spre dereglare si adaptare [324]. Aceste trei faze se caracterizeaza prin particularitati
distinctive in manifestare ca esenta fiziologica, ritm si timp de derulare in functie de etapa de
dezvoltare a patogenului — germinarea, atasarea si conectarea la sistemul vascular al gazdei
[118].

Incercirile efectuate pentru a dezvolta metode eficiente de control al acestui parazit nu au
avut succese mari, deoarece obtinerea hibrizilor de floarea-soarelui rezistenti la acest patogen au
fost rapid depasite prin aparitia raselor noi de lupoaie [83, 179, 180, 192, 212, 239].
Mecanismele de rezistentd a plantelor de floarea-soarelui pe baza sistemului gend-pentru-genad
(rezistenta verticald) a fost studiat la linii de floarea-soarelui rezistente la atacul O. cumana, dar
pana la moment nici o gend R de rezistentd nu este total efectiva [293]. Acest tip de rezistenta a
fost usor de obtinut prin ameliorare, cu un nivel inalt de eficienta specific rasiala. Actualmente se
cunosc peste 6 gene care sunt devansate de rasele fiziologice A-H ale lupoaiei [192, 212, 227,
292]. Ulterior, directiile de cercetare au fost axate pe studii genetice ale rezistentei determinate
de mecanisme poligenice cantitative [158, 226, 240, 251]. Aceste gene prezintd nu doar functii
de aparare in timpul stresului biotic, dar realizeaza si alte functii metabolice. In acest caz, se
implicd un sistem de protectic complex la nivel morfologic, histologic si metabolic in
concordantd cu conditiile de mediu si cele ontogenetice. Complexitatea ei oferd siguranta si
durabilitate, dar implica dificultiti de manipulare, evaluare, acumulare si transfer. Intrucat
mecanismele de rezistentd nespecificd se realizeazd impotriva tuturor raselor sau izolatelor
patogenului, nu exista interactiuni specifice soi-rasa [292]. Totalitatea reactiilor defensive
activate la floarea-soarelui asigurd rezistenta fata de parazitul angiosperm O. cumana,
caracterizatd printr-un numar redus de atasamente parazitare si necroza acestora [166, 316].
Astfel, se poate de presupus, ca combinarea informatiei genetice cu cea metabolica va contribui
la intelegerea bazelor moleculare ale rezistentei plantelor, ceea ce ar eficientiza ameliorarea
plantelor de cultura pe viitor.

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” [1]. Mai recent, au fost analizate unele
aspecte ale raspunsului defensiv la germoplasma autohtona prin metode de analiza moleculara
[7,9, 118, 252, 253]. 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
importantd in cercetarile agro-biologice o reprezinta studiul mecanismelor defensive la diferite

nivele functionale: morfo-anatomic, fiziologic si molecular. Prin urmare, cunoasterea
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mecanismelor defensive ale plantelor la atacul patogenilor, este necesara pentru imbunatatirea
tehnologiei de obtinere a plantelor de floarea-soarelui cu rezistenta de lunga durata. 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:

Studiul histochimic privind fortificarea peretilor celulari ai celulelor radiculare de floarea-
soarelui 1n cadrul sistemelor de compatibilitate si incompatibilitate cu O. cumana

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

Estimarea cantitativi a expresiei genelor implicate 1n fortificarea peretilor celulari,
neutralizarea superoxidului si a peroxidului.

Analiza integrativa 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 complex, implicand
coordonarea complexelor de gene implicate in controlul diferitor procese metabolice ale celulei
si reorganizarea structurilor celulare cu modificarea fluxurilor de substante metabolice. Studiile
anterioare au abordat ideea existentei unui ciclu adaptiv general de raspuns la stresul generat de
diferiti factori biotici si abiotici, intrucat in majoritatea cazurilor se activeaza unele si aceleasi
gene si proteine. Avantajul investigarii mecanismelor de rezistenta a culturii de floarea-soarelui
la atacul lupoaiei va permite fundamentarea teoretica cu privire la mecanismele de manifestare a
rezistentei 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 raspunsului defensiv. 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 justificarea metodelor de cercetare alese a avut
la baza realizarea experimentului stiintific de cultivare in vase de vegetatie pe fondal de infestare

st 1n lipsa acesteia. Cercetarea a fost axata pe studiul sistemic (analiza la nivel molecular si de
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gend — pdnd la caracter fenotipic), al unor modificiri determinate de actiunea patogenului. in
scopul obtinerii unor date complementare referitor la mecanismele de rezistenta nespecifica au
fost aplicate metode calitative (colorarea cu Safranin O si Aniline Blue), cantitative
(morfometrie, spectrofotometrie, RT-PCR) si statistico-matematice de analizd comparativa si
integrativa. Aceste cercetari au permis de a urmari dinamica modificarilor ce au loc la trei faze
de aparare a plantelor: iritare, dereglare si adaptare la infestarea artificiald cu parazitul O.
Cumana si care se realizeaza la nivel de organizare moleculard, de tesut si organism. Utiliizarea
metodelor contemporane de investigare a permis obtinerea informatiei despre mecanismele care

asigura rezistenta plantelor la atacul lupoaiei.

Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea cuprinde adnotarea prezentatd in limbile romana, engleza si rusa, lista
abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie,
declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

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

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

Capitolul 1, ASPECTE PRIVIND MECANISMELE DE REZISTENTA ALE PLANTELOR
DE FLOAREA-SOARELUI LA LUPOAIE vine sa argumenteze necesitatea cercetarilor. Se
mentioneazd, ca rezistenta reprezintd un mecanism complex de reactii, care se manifestd la
diferite nivele de organizare. Capitolul de fata, include o sinteza a datelor recente din literatura de
specialitate privind tipurile de mecanisme defensive din cadrul patosistemului H. annuus — O.
cumana. In functie de etapele de dezvoltare ale lupoaiei se activeaza in planta gazda trei tipuri de
mecanisme de aparare: pre-atasament, post-atasament si post-haustoriale. Pornind de la sinteza
datelor din literatura rezultd scopul si obiectivele prezentei lucrdri: estimarea modificarilor
fiziologice si moleculare ale raspunsului defensiv ale plantelor de floarea-soarelui la atacul
lupoaiei prin studiul histochimic privind fortificarea peretilor celulari ai celulelor radiculare in
functie de compatibilitate si incompatibilitate cu O. cumana; evaluarea reactiilor de raspuns prin
determinarea activitatii unor enzime la diferite etape de infestare artificiala cu O. cumana si
estimarea cantitativa a expresiei genelor enzimelor implicate in fortificarea peretilor celulari,
reducerea stresului oxidativ si analiza co - relationala a parametrilor enumerati.

Capitolul 2, CONDITIILE, OBIECTUL SI METODELE DE CERCETARE contine

descrierea: metodologiei utilizata pentru realizarea studiului; caracteristica obiectului de studiu si
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conditiile de efectuare a experientelor. Pentru evidentierea reactiei de raspuns la infestarea
artificiala cu lupoaie au fost utilizate metode histochimice pentru determinarea acumulérilor
suplimentare de calozd si lignind. Activitatea enzimaticd a fost estimatd prin metode
spectrofotometrice, iar pattern-ul de expresie ale genelor luate in studiu — prin PCR in timp real
(RT-PCR).

Capitolul 3, ESTIMAREA MODIFICARILOR FIZIOLOGICE, HISTOLOGICE SI
BIOCHIMICE ASOCIATE CU REZISTENTA PLANTELOR DE FLOAREA-SOARELUI LA
LUPOAIE include date privind etapele de formare si dezvoltare a patosistemului si efectele
infestarii asupra plantelor de floarea-soarelui. De asemenea, sunt analizate si descrise
mecanismele defensive estimate la nivel histologic si biochimic in dinamica la genotipurile
rezistente si sensibile de floarea-soarelui cultivate pe fondal de infestare artificiala cu lupoaie.
Rezultatele obtinute pun in evidenta fortificarea peretilor celulari prin acumularea suplimentara a
ligninei si calozei ca reactie de raspuns la actiunea factorului de stres biotic. Este expusa descrierea
detaliatd a modificarii activitatii enzimelor antioxidante (SOD si APX) si a enzimei cheie din
metabolismul ligninei (PAL), ce reflectd variabilitatea acestora si intensificarea reactiilor de protectie
ale plantelor.

Capitolul 4, ASPECTE MOLECULARE ALE RELATIEI Helianthus annuus L.—
Orobanche cumana Wallr., cuprinde date privind activitatea transcriptionala a unor gene
implicate in mecanismele de fortificare a peretilor celulari din radacinile de floarea-soarelui
supuse infestarii artificiale cu lupoaie in dinamicd in functie de etapele de dezvoltare a
patogenului. Analiza expresiei a patru gene din calea metabolica a ligninei (PAL, C4H, 4CL1 si
FAH1) si a patru gene implicate in sinteza calozei (GSL1-4) a relevat o variabilitate inaltd a
nivelului de expresie la genotipurile luate in studiu. In capitol este expusi descrierea detaliati a
pattern-urilor de expresie a genelor superoxid dismutazelor si ascorbat peroxidazelor dependente atat
de genotip, cat si de etapa de cultivare pe fondal de infestare. Analiza expresiei acestor gene
combinate cu activitatea enzimelor si continutul de lignina si caloza aduc contributii noi in elucidarea
fenomenului de rezistenta nespecifica ale plantelor de floarea-soarelui fata de lupoaie.

Concluziile generale si recomandairile contin o sinteza a principalelor rezultate ale
cercetarilor efectuate, structurate conform capitolelor descrise.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 18 lucrari stiintifice, un
articol in reviste recenzate peste hotare, sase articole in reviste recenzate nationale dintre care
doud in monoautorat, doud articole in culegeri si noua comunicdri in cadrul unor foruri

stiintifice nationale/internationale.
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Volumul si structura tezei. Teza include: adnotarea, prezentata in limbile romana,
engleza si rusd; lista abrevierilor, introducere, patru capitole, concluzii generale si
recomandari, bibliografia din 328 de surse, 10 tabele, 33 de figuri, declaratia privind
asumarea raspunderii si CV-ul autorului.

Cuvinte-cheie: Helianthus annuus L., Orobanche cumana Wallr, rezistenta nespecifica,
mecanisme defensive post-atasament si post-haustoriale, interactiunea gazda-parazit, sistem de

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

Mecanismele de aparare ale plantei in fata potentialilor patogeni au o mare compleXitate.
Pentru initierea unui singur mecanism defensiv este necesara activitatea sau biosinteza de novo a
mai multor enzime, care la randul lor genereaza producerea unei game variate de metaboliti. in
plus, un singur metabolit poate fi utilizat de mai multe cai metabolice, a caror tinta finala nu
induce acelasi tip de raspuns de aparare. Planta are capacitatea de a activa dintre zecile de

Reactia de aparare este influentata de: a) etapa ontogenetica al plantei gazda; b) tipul
agentului patogen; c) calea de atac ,aleasa de agresor”; d) intensitatea si durata atacului; e)
conditiile mediului Inconjurator etc. Astfel, mai multe raspunsuri de aparare activate in planta
gazda determind rezistenta ei fatd de agresor, care reprezintd un proces ce depinde de: a) specia,
varietatea si populatia din care face parte planta gazda; b) specia si rasa sau populatia parazitului;
¢) factorii abiotici din mediul ambiant [3, 159, 190]. Manifestarea rezistentei poate fi diminuata
prin diferite strategii care blocheaza stadiile de dezvoltate ale parazitului precum: germinarea,
formarea apresorului si atasamentului, inductia haustorului, penetrarea tesuturilor vegetale de
catre parazit i conectarea acestuia la sistemul vascular, dezvoltarea, cresterea si inflorirea [175,
251]. Chiar si in cadrul unei culturi, se pot intalni raspunsuri diferite la acelasi nivel de infectare
[103].

In literatura de specialitate mecanismele de rezistenti impotriva rizoparazitilor au fost
clasificate in trei grupe in functie de etapele de dezvoltare ale patogenului: pre-atasament, post-
atasament (pre-haustoriale) si post-haustoriale [175, 176; 225, 283].

1.1. Rezistenta pre-atasament a plantelor de floarea-soarelui infestate cu lupoaie

Acest grup de mecanisme se manifesta la etapa autonoma de dezvoltare a patogenului, ce
se caracterizeaza prin germinarea si formarea apresorului. Mecanismele pre-atasament
actioneaza in endodermul sau cortexul radacinii potentialei plante gazda pentru a evita sau a
impiedica germinarea semintelor, cresterea apresorului si atasarea rizoparazitului. Aceste procese
se caracterizeaza prin absenta sau reducerea producerii stimulatorilor de germinare si a reducerii
ratei germinatiei prin secretia inhibitorilor de catre planta gazda [99, 301].

Pana in prezent, au fost identificate trei tipuri diferite de compusi ce au rol de stimulatori
de germinare pentru rizoparazite: dihidrochinone, sesquiterpen lactone si strigolactone printre

care ultimul grup sunt cei mai studiati [48, 216] si reprezinta cei mai puternici stimulatori,
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provocand germinarea la concentratii mai mici de 10 pM [152]. Pana in prezent, au fost izolate o
multime de strigolactone din exsSudatele diferitor plante gazdd si non-gazda si studiatd

capacitatea de inducere a germinarii semintelor de patogeni de catre acestea [301].

1.1.1. Strigolactonele — stimulatori de germinare

Strigolactonele pot fi clasificate in doud grupuri distincte din punct de vedere structural:
canonice si non-canonice. Cele canonice contin sistemul inelar ABCD, iar cele non-canonice —
nu au inelul A, B sau C, dar au partea inelului enol eter-D, care este esentiald pentru activitatile
biologice. Cea mai simpla structurd non-canonica este reprezentata de carlactonul — produs
intermediar al cdii de biosinteza al strigolactonelor. La plante, grupul compusilor canonic si
metabolitii sdi oxidati, cum ar fi acidul carlactonic si metil carlactonatul, sunt prezenti in
tesuturile radacinii si tulpinii. La unele specii de plante, inclusiv ovazul negru (Avena strigosa),
floarea-soarelui (H. annuus) si porumbul (Zea mays), strigolactonele non-canonice sunt
stimulatoare majore de germinare din exsudatele radacinii. Diferite specii de plante, cum ar fi
rosiile (Solanum lycopersicum) elibereaza in rizosfera acidul carlactonic, iar plopul (Populus
spp.) — metil carlactonatul [312].

Strigolul si acetatul de strigil sunt primele strigolactone descrise si au fost izolate din
exsudatele de bumbac — plante non-gazda pentru Striga [67], acest fapt denota spectrul vast al de
actiune al acestor compusi. Actualmente se cunosc peste 14 compusi purificati din secretiile
radiculare ale diferitor specii de plante (Figura 1.1.) [311].

H. annuus produce, de asemenea, stimulatori de germinare insa, O. cumana este receptiva
doar la guaianolidil-sesquiterpen lactone si dehidrocostus lactone, care sunt considerate a fi
principalele stimulente exsudate de floarea-soarelui [144]. Un alt studiu de analiza calitativa a
continutului de strigolactone efectuat la infestarea plantelor de floarea-soarelui a evidentiat
prezenta a mai multor tipuri. Orobanchil acetat a fost detectat atat in radacini, cat si in frunze, iar
5-deoxistrigol, sorgolacton si orobanchol au fost identificati exclusiv in radacinile plantulelor de
floarea-soarelui, sorgomol a fost depistat numai in frunze [39].

O dilema indelungata pentru cercetatori a fost motivul plantelor gazde de a-si ,,dezvalui”
locatia prin exsudarea stimulatorilor de germinare. nsa, studiile au demonstrat ci metabolitii in
cauza reprezinta indicatori chimici ce faciliteaza colonizarea fungilor de micoriza [22, 53] si
aceste semnale sunt asemanatoare clasei de fitohormoni. Recent a fost raportat ca speciile
reactive de oxigen (SRO) si mitocondriile reprezinta mediatori ai sintezei strigolactonelor la

infectia plantelor cu fungii patogeni [38].
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Fig. 1.1. Structura unor strigolactone naturale si GR24 (sintetic) [152]

Grupul de plante parazite — Orobanchaceae si-au adaptat aceasta cale de depistare a
gazdelor prin detectia metabolitilor exSudati in rizosfera, reprezentand etapa cruciala de

germinare a semintelor si ulterior de infestare si dezvoltare a plantei parazite [91]. Deoarece
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reglarea ramificarii radiculare mediata de strigolactone reprezintd un mecanism ancestral la
angiosperme si in urma circumstantelor evolutive la care au fost supuse plantele parazite I-au
determinat sa stopeze biosinteza propriilor strigolactone, fie permanent — prin pierderea functiei
pe parcursul evolutiei, fie temporar — prin oprirea semnalizarii acestora doar in timpul etapelor
de germinare. In astfel de conditii, semintele plantelor parazite trebuie si detecteze exsudatele cu
strigolactone din radacinile gazdelor pentru a declansa procesul de germinare si mai tarziu in
dezvoltare, parazitii pot sa obtind strigolactone de la gazda direct prin conexiunea cu xilemul sau
sa activeze propriile cdi de biosinteza a acestora [299]. Este remarcabil faptul ca, plantele produc
un spectru variat de astfel de compusi si in acelasi timp speciile parazite prezintd un nivel inalt
de specificitate doar la unele forme [100]. Astfel, este posibil ca patogenul sa deosebeasca
strigolactonele endogene de cele exogene si sa raspunda corespunzator. Mecanismul prin care
perceperea stimulatorilor este transmisa spre declansarea germinarii nu este cunoscut, dar
receptori pentru acesti stimuli o reprezinta proteina F-box [120, 260] si o proteind membra a
super-familiei o/f3 — hidrolazelor [200, 308], ambele fiind inrudite si aseméanatoare proteinelor

implicate in semnalizarea hormonilor la plante.

1.1.2. Caracteristica strigolactonelor ca substante fiziologic active

Strigolactonele sunt produse de plante prin calea carotenoidica [259] si reprezinta
metaboliti instabili ce degradeaza rapid in sol, care in concentratii suficiente induc germinarea
numai a semintelor ce sunt localizate la cativa milimetri de radacinile gazdei [143, 311].
Gradientele de concentratie a strigolactonelor pot, de asemenea, sa faciliteze cresterea
directionata a apresorului parazitului spre radacina gazdei [157]. Astfel, tratamentul cu un analog
al strigolului la concentratii scazute asupra semintelor de P. ramosa a avut efect stimulator, pe
cand la concentratii mai mari —a manifestat efect inhibator [145].

Sensibilitatea semintelor plantei parazit la aceste substante depinde de perioada de
preconditionare, in special de conditiile climaterice, continutul apei in sol si de sinteza
concomitenta a giberelinelor in tesuturile semintelor [182].

Strigolactonele regleaza ramificarea radiculara la plante [276, 277] si reprezinta mediatori
importanti ai raspunsului plantelor la conditiile mediului, nivelul acestora crescand esential la
carentele de fosfati si in rezultat are loc stimularea procesului de colonizare a fungilor [310]. De
asemenea, in conditii de insuficienta cu fosfati a solului are loc reglarea arhitecturii varfului
apical al radacinii prin limitarea ramificarii [167]. Utilizarea sistemului strigolactonelor de catre

parazit ofera un exemplu elocvent in ceea ce priveste modul in care pot fi modificate semnalele
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pentru a deservi alte functii. Mai mult ca atat, strigolactonele limiteaza, de asemenea, alungirea
hipocotila, cresterea radacinilor, dezvoltarea frunzei si senescenta [169, 274].

Exista cercetdri, care arata ca strigolactonele pot opri hibernarea semintelor la plante
neparazite precum Lactuca sativa si Avena fatua [50]. Butenolida - un compus cu structura
similard cu a strigolactonelor, induce germinarea semintelor la o varietate largd de specii de
plante [170] inclusiv, Orobanche si Striga [71]. Cu toate ca, reglarea germinarii mediata de
strigolactone la plantele parazite deriva de la un mecanism comun de control a dezvoltarii
plantelor exista o multime de aspecte necunoscute. Rezultate recente demonstreaza de asemenea,
ca stigolactonele participa la reglarea diferitor raspunsuri la stresul plantelor, incluzand toleranta
la seceta si rezistenta la boli [72, 123].

Desi semintele de O. cumana sunt receptive la compusii eliminati, dehidrocostus lactona
este cel mai activ stimulator de germinare exsudat de radacinile de floarea-soarelui [144, 224],
urmat de heliolactona, care determind germinarea a unui spectru mai larg de patogeni [275]. In
mod similar, pentru semintele de P. ramosa, principalele stimulente de germinare din exsudatele
radacinii de rapita sunt izotiocianatii, care sunt produse de degradare a glucosinolatilor [30]. De
asemenea, specificitatea semintelor de O. foetida, se manifestd pentru compusi non-

strigolactonici, cum ar fi peagol si polifenol [97].

1.1.3. Inhibitia si reducerea productiei de stimulatori de germinare

Sensibilitatea semintelor de Orobanche spp. fatd de stimulentele de germinare este
corelata pozitiv cu productia de gibereline, in timpul conditiondrii acestora, prin urmare,
germinarea poate fi redusa de inhibitorii biosintezei giberelinei [142]. Aplicarea inhibitorului de
gibereline-uniconazol pe solurile unde s-a cultivat floarea-soarelui, a redus semnificativ numarul
de atasamente si a sporit productivitatea culturii [142]. Varietatile de floarea-soarelui rezistente
la O. cernua au exsudat cumarinele care inhiba germinarea si sunt toxice pentru semintele
germinate [251]. De asemenea, metaboliti alochimici neidentificati din ovaz au determinat
inhibitia germindrii semintelor de O. crenata si reducerea parazitismului atunci cand sunt
incorporate cu leguminoasele [104]. Germinarea semintelor poate fi, de asemenea, influentata de
anumiti aminoacizi, care s-au dovedit a avea efecte profunde asupra dezvoltarii O. ramosa.
Astfel, aplicarea exogena a metioninei aproape a inhibat germinarea semintelor si a redus
numarul tuberculilor de Orobanche spp. de pe radacinile de rosii, eventual indicand asupra
faptului ca aplicarea in sol a aminoacizilor sau a bacteriilor producatoare de aminoacizi ar putea
fi folosite pentru a gestiona angiospermele parazitare [294]. Rezultate similare ce au confirmat

efectul inhibitor al aminoacizilor relevate la infestarea trifoiului rosu cu O. minor, au demonstrat
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ca metionina este mai eficientd decat lizina si triptofanul si aplicatia succesiva a doua tratamente
cu metionina au inhibat aparitia patogenului cu pana la 67% [98].

Reducerea producerii de stimuli de germinare este cel mai bine caracterizat mecanism de
rezistenta fatd de plantele parazite [103, 236]. Aceasta strategie a fost cu succes exploatata in
ameliorarea sorgului pentru a oferi rezistenta la Striga [127]. Sursele de rezistentd naturala
bazate pe exsudarea scazuta a factorilor care provoacd germinarea au fost propuse pentru
leguminoase si floarea-soarelui si sunt foarte eficiente in reducerea numarului de seminte
germinate de Orobanche ssp. [99, 158, 160, 222, 240, 241].

Exsudatul obtinut de la genotipuri rezistente de Solanum lycopersicum, a inhibat
germinarea semintelor P. aegyptiaca prin utilizarea lui ca lichid de irigare asupra genotipurilor
susceptibile de S. lycopersicum si a fost relativ eficient pentru scaderea numarului de tuberculi si

lastari fixati de radacinile gazdei [80].

1.1.4. Evidenta plantelor parazite prin testul de germinare suicidald

Inducerea germinarii semintelor de Striga spp. si Orobanche spp. in absenta unei plante
gazda adecvate conduce la ,,germinarea suicidala” si la reducerea ulterioara a numarului de
seminte de plante parazite In sol. Atat compusii artificiali cat si cei naturali au fost investigati
pentru capacitatea lor de a induce germinarea. S-au sintetizat analogi de strigol (de exemplu, GR
24 si Nijmegen 1) care sunt potentiali elicitori ai germinarii atat pentru specii de Striga, cat si
pentru Orobanche [302]; cu toate acestea, instabilitatea lor in sol si costul ridicat de producere a
unor cantitdti mari de astfel de compusi nu au permis pana acum utilizarea lor in agricultura
[132]. Instabilitatea inerenta a strigolactonelor se datoreaza in principal scindarii usoare a dubleli
legaturi de carbon dintre enol si eter cu agenti nucleofili, inclusiv si apa [21]. Totusi, etilena a
constituit 0 solutie valoroasd a programului de eradicare, care vizeaza Striga asiatica in Statele
Unite, unde fiind aplicata in sol a provocat germinarea a aproximativ 90% de seminte [136]. Cu
toate acestea, solul prelucrat cu etilend influenteaza in mod negativ dezvoltarea micorizelor si a
altor microorganisme non-tintd din rizosfera [134]. Ulterior, a aparut ideea de utilizare a
bacteriilor nepatogene producatoare de etilena, ce ar putea fi utilizate pentru a induce germinarea
suicidala la Striga [19], dar este necesara o mai buna intelegere a interactiunilor dintre bacterii,
etilena si culturi inainte ca aceastd metoda sa poata fi utilizatd in agriculturd. Alti compusi
naturali, inclusiv unele toxine fungice [65] si metil jasmonatul [198] au demonstrat cd induc
germinarea semintelor de Striga si Orobanche, insa utilizarea lor in agriculturd ramane la

moment neexplorata.
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Plantarea culturilor non-gazda reprezinta capcane care provoaca germinarea suicidala si
este probabil cea mai eficienta strategie disponibild in prezent pentru controlul patogenilor [104,
173]. Studiile recente din acest domeniu s-au axat pe identificarea si evaluarea eficacitatii [101,
151] si posibilitatea reducerii productiei de stimulatori de germinare.

O strategie mai noud de combatere a plantelor parazite o reprezintd sinteza compusilor
simpli ce imita strigolactonele, eficienti ca semnale exogene pentru semintele din rizosfera. Au
fost obtinuti si caracterizati noi compusi care inlocuiesc strigolactonele, derivati din materii

prime simple si disponibile in cantitati semnificative [209].

1.1.5. Inhibitori de germinare si antagonistii strigolactonelor

Reducerea procentului de germinare observata la genotipurile sau formele rezistente ale
gazdelor poate fi determinata mai degraba de producerea inhibitorilor de germinare, dar nu de
scaderea continutului de stimulenti sau de activarea concomitentd a acestor procese metabolice
[251, 301]. Majoritatea rapoartelor disponibile pe aceasta temad sugereaza ca activitatea
stimulatoare a exsudatelor de radacina depinde de concentratiile respective de stimulenti de
germinare si de inhibitorii de germinare [204].

Studiile recente demonstreaza ca unele strigolactone pot servi in calitate de inductori de
germinare pentru S. gesnerioides, prezentand 0 activitate limitata in inducerea germinatiei pentru
semintele de S. hermonthica. Dimpotriva, un alt grup de compusii au fost incapabili de a induce
germinarea semintelor de S. gesnerioides manifestand un efect de inhibare puternica, aplicati pe
semintele de S. hermonthica au determinat o germinare inalta [206].

Antagonisti de germinare reprezinta un alt grup de substante chimice care se pot lega de
receptori strigolactonelor astfel, blocand interactiunile dintre receptori si moleculele semnal ale
compusilor stimulatori. Acestia pot bloca raspunsurile biologice care ar putea fi evocate de catre
moleculele semnal prin inhibitia functiei fata de receptor. Prin urmare, antagonistii receptorilor
strigolactonelor reduc rata infestarii, neafectandu-se randamentul plantelor de cultura. in plus,
compusii mentionati pot fi utilizati de asemenea, pentru protectia culturilor prin inhibarea
germinarii semintelor parazite.

Un studiu recent a identificat antagonisti ai receptorilor strigolactonelor prin inducerea
unor modificari covalente ireversibile la nivelul unor resturi proteice. Derivati de B-
propiolactond, modificd covalent restul serinei din receptor si inelul D din structura
strigolactonelor nu poate fi recunoscut [265]. In plus, fluorofosfatii, carbamatii si ureele
heterociclice similar, modifica covalent restul serinei al receptorului [256]. Prin urmare, acestea

sunt tinte potentiale pentru obtinerea unui antagonist sintetic al strigolactonelor.
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O alta directie de reducere a procentului de germinare o prezinta blocarea cii de sinteza a
strigolactonelor. In aceastd privintd, s-a raportat ci moleculele mici care contin triazol inhiba
biosinteza strigolactonelor [135]. Recent, McCourt si colegii [129] au identificat antagonisti
necovalenti ai receptorilor strigolactonelor printr-un screening de capacitate exacta cu ajutorul
nanoparticulelor 1Cs.

Inhibitorii de germinare ar putea reprezenta un mecanism aparte de rezistentd. Astfel,
fitoalexinele — scopoletina si aiapina produse de floarea-soarelui (cumarine 7-hidroxilate) au
demonstrat efect inhibitor asupra germinarii semintelor de O. cumana atunci cand aceasta a fost

indusa cu ajutorul stimulantului sintetic GR24 [217].

1.2. Rezistenta post-atasament a plantelor de floarea-soarelui infestate cu lupoaie

Mecanismele de rezistentd post-atasament se activeaza in cortex [90, 221, 223] si
endoderm [218, 219, 221] prin impregnarea peretilor celulari cu fenilpropanoide, proteine cross-
linking, glicoproteine bogate in hidroxiprolina, suberine etc. [175]. De asemenea, sunt descrise
mecanisme de inhibare a formarii haustorului prin fortificarea peretilor celulari ai radacinilor
gazdei, dezorganizarea celulara a apresorului [90, 160]. Aceste mecanisme constituie pe de o
parte o barierd fizicd pentru prevenirea invaziei patogenului, iar pe de altd parte un raspuns
chimic prin producerea si secretia unor compusi de naturad fenolica, care ulterior va contribui la
intoxicarea parazitului.

Lupoaia patrunde n tesuturile gazdei prin actiune mecanica si digestie enzimatica si/sau
prin modificarea peretilor celulari ai plantei-gazda cu ajutorul enzimelor, inclusiv celulaza,
hemicelulaza, enzime pectolitice (pectin metilesteraza, poligalacturonaza), peroxidaza si
proteaze [28, 57]. Aceste enzime pot fragiliza peretii celulelor gazdei, in special lamela de
mijloc, facilitind progresia invaziva a parazitului in tesuturile radiculare ale plantei atacate. In
urma acestui proces complex are loc transmiterea semnalelor de la receptorii trans-membranari
in celula, care ulterior produce o explozie a SRO, iar acestea din urma realizeaza rolul important
de mesageri in semnalizarea celulara pentru raspunsul defensiv la infestarea cu patogen.

In general, raspunsurile sunt foarte rapide, deoarece patogenul determina actiune fizica
iar stresul mecanic induce producerea tranzitorie a ionilor de Ca?*, modificarea pH-ului si
cresterea continutului de SRO [193, 228]. Orice semnal mecanic ar trebui s modifice de regula
si tensiunea plasmatica a membranei care la randul ei sporeste stresul osmotic [228]. Toti acesti
factori precum si modificarile hormonale activeaza cdile de transductie a semnalelor pentru
raspuns la invazia patogenului. Cascadele de semnalizare sunt retele complexe de entitati ce au 0

naturd generald pentru combaterea stresului biotic si abiotic [303] si reprezintd cai ce se
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intersecteazd si se suprapun, determindnd diversitarea si natura generala a mecanismelor

defensive [195].

1.2.1. Aspecte biochimice a interactiunii gazda-parazit

Plantele posedd enzime antioxidante care reduc efectul negativ al radicalilor liberi.
Acumularea SRO poate determina procese oxidative ca: oxidarea lipidelor membranare, a
proteinelor, a glucidelor, inhibarea enzimelor, alterarea ADN-ului si ARN-ului. Toate aceste
modificari contribuie la reducerea fotosintezei, cresterea scurgerii de electrolifi, accelerarea
senescentei si moartea celulelor [189]. Producerea varietatilor de SRO, inclusiv radicalului
superoxid (O%), peroxidului de hidrogen (H»05), radicalului hidroxil (OH") si oxidului nitric
(NO) este asociatd cu procesele metabolice normale ale celulelor plantelor. In conditii de stres,
celulele plantelor sunt capabile sd inducd o ,explozie” de SRO, care este in primul rand
constituita din H,O, [128, 272, 284].

Generarea SRO reprezintd unul dintre primele procese care apar la plante in timpul
recunoasterii patogenului. SRO sunt molecule reactive din punct de vedere chimic datorita
oxigenului din componenta sa.

Flexibilitatea sistemului antioxidant este determinatd de prezenta antioxidantilor
enzimatici si non-enzimatici, care au diferita localizare subcelulara, de proprietatile biochimice
ale acestora si de activitatea genelor antioxidantilor care sunt capabile sa controleze nivelurile
optime ale SRO [59]. Nivelurile crescute de SRO induc biosinteza moleculelor antioxidante,
inclusiv ascorbati, poliamine si glutation [110]. Stresul oxidativ determina cresterea activitatii
enzimelor antioxidante, cum ar fi superoxid dismutaza (SOD), catalaza, peroxidaza, ascorbat
peroxidaza (APX), glutation-S-transferaza etc. [114, 191]. Gratie functionarii sistemelor de
protectie antioxidative, in celule plantelor cultivate in conditii normale se pastreaza un echilibru
dinamic al proceselor de formare si de reducere a SRO. Nivelul intracelular al enzimelor
antioxidative este determinat genetic si, de reguld, Se activeaza in complex. Astfel, sistemele
enzimatice sunt specifice si reducere a oxigenului este realizata la diferite etape.

Formele tolerante ale plantelor se deosebesc prin continut mai inalt de ascorbat, a-
tocoferol, carotenoizi, activitate mai inaltd a superoxid dismutazei, catalazei, peroxidazei,
glutation reductazei etc. In marea majoritate cazurilor, statutul antioxidativ inalt este in corelatie
cu rezistenta Sporita fata de factorul nefavorabil [11, 75].

Reglarea activitatii enzimelor antioxidante, in mare parte este mediata de acidul salicilic

(AS), acesta poate contribui la cresterea producerii SRO si activarea apararii impotriva infestarii.
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Cea mai importantd enzima ce participa la neutralizarea efectelor stresului oxidativ este
SOD (CE 1.15.1.1). Aceasta constituic prima linie de aparare fatda de superoxid, asigurand
neutralizarea acestuia in compusi mai putin toxici — oxigen si peroxid de hidrogen. SOD
reprezinta reglatorul principal al proceselor de oxidare in celula [278].

In baza cofactorului prezent in enzimi, SOD se clasifica in trei grupe, acestea fiind
localizate in diferite compartimente celulare [24]. Fe-SOD sunt localizate numai in cloroplaste,
Mn-SOD - de obicei in mitocondrii dar, poate fi intalnita in cloroplaste si peroxizomi, Cu/Zn-
SOD - in citosol, in cloroplaste si mai rar in mitocondrii si pexoxizomi. Secventa aminoacidica a
acestor trei tipuri de SOD sugereaza ca Mn-SOD si Fe-SOD sunt mai vechi din punct de vedere
evolutiv si, probabil, enzimele respective au aparut de la o enzima ancestrala comuna [55].
Evolutia Cu/Zn-SOD a decurs separat n eucariote, deoarece acestea nu manifestd similaritate la
nivel de secventd cu Mn-SOD si Fe-SOD [245]. Expresia diferentiala si localizarea membrilor
familiei SOD au fost studiate la diferite specii de orez si sorg [106, 202] si in special la planta
model — Arabidopsis [153].

Existd putine date referitoare la mecanismul de activare a genelor SOD la plantele
cultivate. Fernandez-Ocana si coautori (2011), pentru prima data au demonstrat ca floarea-
soarelui are doua gene mitocondriale Mn-SOD cu expresia de 1000 de ori mai mica decat cele
citosolice si cloroplastice Cu/Zn-SOD, estimate in diferite parti ale plantulei de floarea-soarelui
la varsta de 9 zile. Studiul dat a demonstrat reglarea diferentiata a acestor gene SOD si formarea
modelului complex de expresie, ca raspuns la infectia cu Plasmopara halstedii si stimulii abiotici
(temperatura inalta si joasa, ranire mecanica) [105].

Ascorbat peroxidaza este 0 enzima importanta a ciclului ascorbat-glutationului si joaca un
rol esential in mentinerea nivelului intracelular a SRO [257]. APX foloseste doud molecule de
acid ascorbic pentru a transforma H,O, in apa, generand in acelasi timp monodehidroascorbat.
La plantele superioare au fost identificate cinci izoforme de APX in diferite localizari
subcelulare: in citosol, stroma, tilacoizi, mitocondrii si peroxizomi. APX localizat in organitele
celulare reduce H,O, produs de acestea, in timp ce APX din citosol elimina H,O; din citosol,
apoplast si cel care difuzeaza din organite [40]. Mai multe rapoarte au evidentiat faptul ca printre
izoformele APX, peroxidaza din citosol (APX1) joacd un rol-cheie in reglarea nivelurilor de
H20, in timpul stresului [155].

Enzima APX (CE 1.11.1.11) face parte din clasa | hem-peroxidazelor si a fost studiata la
diferite specii de plante, cum ar fi Arabidopsis thaliana [64], Oryza sativa [235], Solanum

lycopersicum [199], Vigna unguiculata [70] etc.
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Noua tipuri de APX au fost identificate la Arabidopsis in functie de localizarea lor
subcelulara [59]. Expresia genelor APX depinde de tesut si stadiul de dezvoltare si este reglata de
diversi stimuli abiotici si biotici: secetd, salinitate, lumind excesiva, temperaturi ridicate si

scazute, atacuri patogene, H,O; si acid abscizic [46, 112, 186, 237].

1.2.2. Fortificarea peretilor celulari prin acumularea de lignind

In ultimul timp, se acordd o deosebita atentie studierii aspectelor citologice ale rezistentei
plantelor la antofite [160, 218, 220, 221]. Au fost studiate procesele mecanice de fortificare a
peretilor celulari si de formare a barierelor fizice cu ajutorul fenilpropanoizilor si derivatii
acestuia. Astfel, aceste procese precum lignificarea, suberificarea, cutinizarea, depunerea de
calozd, acumularea proteinelor cross-linking, cumarinelor si taninelor impiedicd penetrarea
radacinilor de naut, bob, mazare, mazariche, rapita, morcov, floarea-soarelui de catre speciile
Orobanche — O. crenata, O. aegyptiaca, O. cumana, O. ramosa [119, 160, 220, 222, 242].

Lignina este un polimer aromatic complex, care este depus preponderent in momentul
formarii peretilor secundari ai celulelor tuturor plantelor vasculare [156, 280]. Aceasta este
strans reticulatd cu alte componente ale peretelui care conferd formd celulelor, sustinere
mecanicd si rigiditate tesuturilor plantelor [243]. Functia sa in plante include, de asemenea,
apararea impotriva factorilor abiotici si biotici, in special agentii patogeni si insecte [178],
confera o stabilitate mare vaselor xilemice si eficientizeaza transportul apei [290].

Lignificarea se intilneste atit la interactiunile incompatibile ale sistemelor gena-pentru-
gena, dar este, de asemenea, observata si in mecanismele de rezistentd nespecificd si rezistenta
sistemica dobandita [262]. Celule lignificate ar putea constitui, de asemenea, o bariera de
prevenire libera a circulatiei de nutrienti si prin urmare, conduce la deficitul de nutrienti ale
agentului patogen. Precursorii ligninei pot exercita un efect toxic asupra agentilor patogeni prin
legarea de peretii celulelor micotice, determinand rigiditate si impermeabilitate, impiedicand
astfel, cresterea in continuare si/sau absorbtia apei si nutrientilor [162].

Lignina este formata prin polimerizarea dehidrogenativa aleatorie a precursorilor in calea
fenilpropanoidica [77]. Primul pas in aceasta cale este dezaminarea fenilalaninei catalizata de
enzima fenilalanin amonia-liaza (PAL) si obtinerea acidul trans-cinamic. Activitatea enzimei
PAL influenteaza direct cantitatea precursorilor pentru lignina si pentru mai multe produse
secundare derivate, implicate in rezistenta plantelor cum ar fi: fitoalexinele, furanocumarina si
izoflavonoizi, precum si AS (Figura 1.2) [25, 76]. Activitatea PAL este indusa semnificativ in
urma infectiei cu patogeni. In acest sens, au fost realizate studii prin care dupi tratamentul cu

diferiti elicitori a plantelor gazda s-a identificat declansarea reactiei de aparare prin sporirea
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continutului si activitatii PAL [150, 246, 288]. Reducerea activitatii PAL in vivo prin inhibitori
specifici diminueaza capacitatea de rezistenta la diferite plante [54, 183]. Alte enzime ale caii
fenilpropanoidice sunt cinamil-alcool dehidrogenaza, o enzima care este extrem de importanta
pentru lignificare, 4-coumarate-CoA ligaza si peroxidaza ce induc reactii de rezistenta [126, 188,
280]. In aceastd cale se mai includ si alte enzime cum ar fi: trans-cinamat 4-mono-oxigenaza
(C4H), 4 calcon-sintetaza, p-coumarat 3-hidroxilaza (C3H), ferulat 5-hidroxilaza (F5H) etc.
(Figura 1.2) [35, 113, 254, 304, 318].

Intensificarea biosintezei ligninei determinata de stresul biotic a fost atribuita la
stimularea caii fenilpropanoidelor si inducerea polimerizarii apoplastice a ligninei [41, 43].
Aceste reactii de aparare sunt mediate de cascade de semnalizare a SRO care determina stresul
oxidativ [26, 208].

Acest lucru poate fi mediat prin NAD(P)H-oxidaze, adicd, enzime membranare care
transfera electronii de la NAD(P)H citosolitic spre oxigenul extracelular pentru a produce
superoxid.

Mecanismul de aparare prin lignificare sporeste toleranta la stresul biotic la un spectrul
larg de culturi atacate de diferiti agenti patogeni si evidentiaza universalitatea acestei reactii de
raspuns la invazia parazitilor. Cercetarile efectuate asupra acestui tip de mecanism de raspuns la
actiuni nefavorabile venite din exteriorul plantei au doud aspecte. Primul se bazeaza pe studii de
manipulare a genelor care sunt implicate in biosinteza ligninei pentru obtinerea liniilor izogene
de culturi cu un continut sporit de lignind. Aceasta abordare a fost realizatd pe un sir de culturi,
cum ar fi: grau [42], orez [296], tutun [146], bumbac [258] si morcov [295]. Astfel, pentru a
obtine dovezi directe ale implicarii ligninei in toleranta impotriva factorilor de stres au fost creati
mutanti cu un numdr mai mare ale alelelor genelor implicate in sinteza ligninei. Rezultatele au
fost diferite, in unele cazuri s-a castigat prin marirea functiei genelor (pentru a méri continutul de
lignind), iar in altele s-a pierdut activitatea functionald a genelor (s-a micsorat continutul de
lignind) la mutanti.

O alta categorie cuprinde studii care aplica pre-tratament cu elicitori ce induc rezistenta
sistemica dobandita la diferite culturi, ulterior se determina cresterea nivelului ligninei in celulele
plantelor atacate de patogeni. In acest scop, au fost folosite pre-tratamente cu elicitori de
Pseudomonas ssp. [286], extracte fungice [201], compusi chimici, cum ar fi acidul salicilic,
acidul diclorizonicotinic [18]. Aceste tratari au determinat cresterea continutului de lignina si, in

consecintd, S-a sporit rezistenta plantelor tratate fata de alti factori de natura biotica.

29



Calea metabolica generala a fenilpropanoidelor
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Fig. 1.2. Calea de biosinteza a fenilpropanoidelor [76].

La hibrizii de floarea-soarelui investigati de catre Panchenko si Antonova, raspunsul de

aparare a determinat reducerea acumularii de lignina si a precursorilor ei in celulele vatamate ale



gazdei, determinand pierderea capacitatii haustorului de a se aproviziona cu apa si substante

nutritive din celulele gazda [322].

1.2.3. Biosinteza si acumularea calozei ca raspuns la infestarea cu patogeni

Un alt compus macromolecular implicat in raspunsul defensiv la actiunea factorilor
biotici este caloza. Aceasta este polimerul (1,3)-B-glucanului cu unele ramificari in pozitiile 1,6
care se acumuleaza in peretele celular [62, 140]. Se gaseste in peretele celular al tuturor algelor
verzi multicelulare, precum si la plantele superioare [247] si prezinta una dintre cele mai
dinamice poliglucide ale peretelui celular. Cantitatea si distributia de caloza este extrem de
variabild in functie de etapele de dezvoltare si prezenta factorilor biotici si abiotici. Astfel, ea
realizeaza functia de barierd fizica pentru diverse leziuni si este responsabild de restaurarea
integritatii celulelor plantei-gazda [93, 108]. La nivelul mecanismelor de inducere a biosintezei
si transportului calozei sunt un sir de aspecte care necesita studii ulterioare.

Atunci cand celulele sunt supuse la stres, caloza se acumuleaza rapid si blocheaza porii
tuburilor ciuruite. Papilele de caloza reprezintd o structurd complexa, care se formeaza intre
membrana plasmatica si partea interioara a peretelui celulei plantei [93, 291]. De asemenea,
biosinteza si degradarea calozei in regiunea desmotubulei plasmodesmelor ajuta la reglarea
depozitata intre membrana plasmatica si peretele celular pre-existent in locul de contact al
patogenului [31, 205]. Depunerile dispersate de caloza sunt localizate langa punctul de infestare
cu fitopatogenul O. cumana, in celulele care nu sunt in contact direct cu acesta si care nu este
implicata in procesul de intarire a peretelui celular [177]. Astfel, la genotipuri de floarea-soarelui
rezistente la O. cumana, fortificarea peretilor celulari a fost precedata de elevarea expresie genei
HaGSL1 care codifica enzima glucan sintetaza [166]. Acesta din urma participd la sinteza si
acumularea de caloza. Intr-un alt efort de comparare a unei serii de genotipuri Helianthus [158]
privind mecanismele de rezistentd la O. cumana pentru genotipul LR1 a fost atestatd depunerea
calozei in xilem in contact imediat cu parazitul, datoritd supraexpresiei genei HaGSLI [73]. In
unele cazuri vasele conducatoare erau blocate complet astfel, ca apa si nutrientii nu puteau
ajunge la parazit. Stoparea penetrarii tesutului foliar la Vitis vinifera infectata cu Plasmopara
viticola a fost datorata acumularii de caloza, detectata doar la genotipurile rezistente [117].

Chiar daca caloza este implicatd in mai multe procese biologice importante, cunostinte
detaliate despre reglarea metabolismului acestui polimer din peretele celular precum si functia
specifica nu au fost studiate pentru toti membrii familiei enzimelor glucan-sintetazelor care

participa la biosinteza acesteia. Contributii majore pentru a elucida mecanismul de biosinteza si

31



reglare a depunerii calozei au fost facute de Hong si colab. in 2001, Jacobs si colab. in 2003 si
Nishimura si colab. in 2003. Acestia au oferit pentru prima datd o imagine detaliata despre rolul
biologic a membrilor de la doud familii implicate in biosinteza calozei [131, 137, 205].

In general, formarea papilelor de calozi este un raspuns de apdrare precoce si poate
contribui la imunitatea innascuta a plantei [147, 249]. Prin incetinirea invaziei patogenilor in
tesutul atacat determinat de formarea papilelor, se poate castiga timp pentru inducerea

raspunsurilor de aparare suplimentare care ar putea necesita activarea expresiei genelor [45].

1.2.4. Acumularea altor compusi in peretele celular

Identificarea proteinelor cross-linking a demonstrat ca acestea asigura un raspuns rapid si
eficient de aparare impotriva agentilor patogeni cum ar fi bacterii sau ciuperci [221]. Acest
proces de reticulare a proteinelor reprezintd legarea a doud sau mai multe molecule de proteine
impreunda pentru a realiza reactia de raspuns la interactiunea cu patogenii. Reticularea este
dependenta de continutul de SRO generat de lacaze si peroxidazele din peretele celular [164].
Acest proces consolideaza rezistenta si rigiditatea peretilor celulelor si poate fi o componenta
cheie a raspunsului plantei la factorii de mediu [124, 273]. Arhitectura peretelui celular este
importanta in rezistenta plantei la stresul abiotic si esentiald in detectarea stresului si transductia
semnalului [250]. In urma activitatii oxalat-oxidazei sau SOD se produce H,O, sub actiunea
carora are loc reticularea proteinelor germin-like impreuna cu peretele celular [154, 267].

Cele mai abundente proteine structurale ale peretilor celulari sunt glicoproteinele.
Acestea sunt induse ca raspuns de apdrare, in special in interactiuni incompatibile intre plante si
patogeni [34, 211]. Functional, exista dovezi cd aceste proteine actioneaza ca o bariera
impenetrabila impotriva tesuturilor patogene si ca imobilizeaza agentii patogeni prin legarea lor
cu ajutorul resturilor negative de la suprafata [56]. Acest proces implica formarea de legaturi
covalente in urma reticularii cu alte elemente ale peretelui celular [90].

Grupul de glicoproteine include: extensinele, proteine arabinogalactan (AGP), proteine
bogate in prolind/hidroxiprolina si solano-lectine [32, 89]. Dintre acestea, P/HRG si extensinele
sunt cunoscute a fi proteine insolubile, in timp ce AGP-urile sunt solubile. Majoritatea studiilor
anterioare privind inducerea acumularii de proteine bogate in hidroxiprolind in urma infestarii a
fost efectuata la dicotiledonate.

Suberificarea consta in impregnarea peretelui celular (indeosebi a celui secundar) cu o
substantd lipidica numita suberind. Depunerea acesteia se face prin apozitie — lamele subtiri de
suberina alterneazd cu straturile de celulozd din peretele secundar; ultimul strat depus spre

interiorul celulei fiind de celuloza pura [74, 289].
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Suberina este un poliester de complexe alifatice si fenoli, depusd pe fata interioara a
peretelui celular adiacent membranei plasmatice [203]. Distributia suberinei pe peretii celulari
sugereazd ca plantele sintetizeaza si depoziteaza acest compus atunci cand au nevoie de o bariera
persistentd [111]. Depozitarea constitutiva a suberinelor apare in primul rand la interfetele tesut-
tesut sau ale tesut-mediu, cum ar fi peretii celulari endoderali si peridermici. Suberina, fiind
impermeabila pentru apa si gaze datorita cantitatii mari de acizi grasi oxigenati bifunctionali (®-
hidroxilic si a, w-dicarboxilic), izoleaza protoplastul de mediul inconjurdtor si astfel, celula
moare [289]. Desi formate din celule moarte, tesuturile suberificate au un rol important in viata
plantei, reducand transpiratia, constituind un izolator termic si aparand tesuturile vii ale scoartei

si cilindrului central de atacurile unor paraziti [248].

1.2.5. Caile de semnalizare a acidului salicilic si jasmonic

In cadrul procesului patologic, interactiunea dintre parazit si planta gazda induce
modificari atdt In expresia anumitor gene, cat si in conformatia anumitor enzime (modificari
epigenetice). In consecinti, are loc modificarea cidilor metabolice si sinteza unor compusi care
apartin aparatului defensiv al plantei. Astfel, AS si acidul jasmonic (AJ) reprezintd hormoni cu
rol esential in rezistenta plantelor la diferiti factori de mediu.

AS este produs prin activarea caii fenilpropanoidice si induce activarea mecanismelor de
rezistenta sistemica dobandita. AS activeaza raspunsurile de aparare la gazdele susceptibile, care
conduc la lignificarea endodermului si la o inhibare consecutiva a dezvoltarii patogenului [157].
AS este un inductor chimic de apdrare care promoveaza rezistenta la boli fungice, bacteriene si
virale si induce sinteza proteinelor asociate cu patogeneza si raspunsul hipersensibil la multe
specii de plante. Este cunoscut faptul ca AS este implicat in reglarea mecanismelor de rezistenta
al plantelor [79, 102]. Desi mecanismul de mediere a AS nu este complet cunoscut la toate
culturile, rolul sdu central in apararea plantelor este bine stabilit [229]. Acumularea AS s-a
dovedit a fi cruciald pentru biosinteza proteinelor implicate in patogeneza [255]. Acestea din
urma au activitate anti-microbiana si sunt implicate in rezistenta plantelor.

Tratarea semintelor de floarea-soarelui cu AS exogen, urmata de infestarea cu O. cumana
a determinat reducerea nivelului endogen al AS si expresia unor gene ale acestei cai metabolice,
incluzand pal, chs (calcon sintetaza) si NPR1. In contrast, infestarea cu lupoaie a sporit productia
de SRO, activitatea enzimelor antioxidante, precum si continutul de fenoli si lignina. Aplicarea
unei concentratii mai mari de AS a intensificat expresia genelor asociate patogenezei (PR3 si

PR12, care codifica chitinaza si, respectiv, defensina) [307].
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In mod independent, la genotipurile de floarea-soarelui rezistente la atacul cu O. cumana,
supraexpresia genelor PAL si PR5, sugereaza implicarea acestor gene in raspunsurile defensive si
activarea cdilor de semnalizare a AS in timpul infestdrii care ulterior, limiteaza cresterea si
dezvoltarea lupoaiei [252].

Exista dovezi pentru feedback-ul negativ si pozitiv al semnalizarii AS si interrelatiilor
intre diferite cdi de semnalizare, ce complica intelegerea raspunsului de aparare la plante. Rolul
central in raspunsul de aparare este asigurat de proteina NPR1, insd existd numeroase rezultate
care pun in evidentd existenta caii de semnalizare independenta de NPR1, ce induce expresia
genelor de aparare [121].

AJ este un alt inductor de apdrare care promoveazd rezistenta impotriva agentilor
patogeni [268]. Biosinteza AJ se realizeaza din deoxigenarea stercospecifica a acidului a-linoleic
in pozitia C-13 cu ajutorul lipoxigenazei [51]. AJ este implicat in: modularea fluxului de ioni la
nivel de plasmalema, generarea SRO si oxidului nitric, depunerea de caloza, activarea MAP-
kinazelor dependente de Ca®* [172]. De asemenea, induce expresia genelor inhibitorilor pentru
proteinaze, enzimelor caii sintezei flavanoidelor (calcon sisntetaza, PAL, polifenoloxidaza)
[281].

O metoda de studiu directionata pentru identificarea mediatorilor raspunsurilor defensive
a fost adoptatd pentru compararea expresiei a 11 gene asociate cu rezistenta genotipurilor
rezistente si sensibile de floarea-soarelui inainte si dupa conectarea lupoaiei la sistemul vascular
al gazdei [166]. Aceste rezultate sugereaza ca genotipul rezistent a manifestat un raspuns mai
puternic impotriva O. cumana decat cel susceptibil, implicand unele gene marker ale cdilor AJ,
AS si fenilpropanoidice.

In mod similar, expresia genei WRKY45 la orezul rezistent cultivat cu seminte de S.
hermonthica moduleaza reglarea pozitiva atat a caii AS cat si a cdii AJ [198].

Vieira Dos Santos si colab. (2003) au examinat modificarile in profilul de expresie a 20
de gene candidat implicate in transductia semnalelor si raspunsul defensiv in cadrul
patosistemului A. thaliana - O. ramosa. Aceste investigatii au identificat ca majoritatea cailor de
semnalizare generale reglate de AJ si etilend au fost induse intr-o maniera tranzitorie chiar
inainte de atasarea parazitului la radacini. In contrast, nu a fost observat nici un efect asupra
expresiei genelor implicate in raspunsurile defensive mediate de AS [287].

In concluzie, se poate afirma ci atat in cazul patogenilor din genul Orobanche, cat si al
speciilor inrudite ca Striga, calea de semnalizare a AS si iIntr-o proportie mai mica calea de

semnalizare a AJ joaci roluri importante in activarea rezistentei la plantele gazde. In diferite
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interactiuni gazda - parazit, cdile de semnalizare a AS si AJ pot interactiona antagonist sau

sinergetic [196].

1.3. Rezistenta post-haustorial@ a plantelor de floarea-soarelui infestate cu lupoaie
Odata ce parazitul a stabilit o conexiune vasculara cu gazda prin intermediul haustorului, ar
putea parea putin probabil ca gazda sa activeze procese de rezistenta deoarece, acesta a strabatut
barierele gazdei si este asigurat energetic. Cu toate acestea, mecanismele defensive ale gazdei
pot fi in continuare eficiente si la acest stadiu. Astfel, la unele plante se activeaza mecanisme de
caracterizeaza prin cresterea continutului de fitoalexine si substante mucilaginoase in tesutul
radicular care ulterior determina ocluzia vaselor xilemului, necroza haustorului si ulterior,
moartea tuberculilor de lupoaie [90, 160, 166, 176, 219].

1.3.1. Acumularea de fitoalexine

Fitoalexinele sunt metaboliti secundari cu rol defensiv, ce au masa moleculara mica si
apartin diferitor familii chimice, cum ar fi, fenoli, terpenoide, furanoacetilene, glicoalcaloizi
steroizi, compusi cu continut de sulf si indoli [29, 138]. Acestia sunt inhibitori cu spectru larg,
care sunt sintetizati doar in urma atacului patogenului si pot cauza leziuni in peretele celular, pot
frana maturizarea sau metabolismul patogenului [317]. In cadrul unui spectru larg de sisteme
gazda-Orobancheaceea au fost raportate producerea acestora la diferite etape de infestare, astfel,
acumularea fitoalexinelor fiind descrise ca mecanisme pre-atasament [217], post-atasament
[251] si respectiv post-haustoriale [181]. Totusi cele mai multe rezultate au raportat activarea
acestei cai metabolice dupa formarea haustoriului. Prima dovadd pentru aceasta este prezenta
unei acumulari de fitoalexine in vasele conducatoare ale parazitului din cadrul haustoriului
detectate datorita culorii lor. Aceastd acumulare corespunde, probabil, oxidarii compusilor
fenolici, care provoaca de obicei componente maro inchise [264]. Fluorescenta evaluata in vasele
haustoriale ale gazdei si in tuberculi indica faptul ca gazda intoxifica parazitul prin eliberarea
fitoalexinelor prin conexiunile vasculare cu fluxul de nutrienti. Prezenta celulelor parazite
moarte in aceste zone ar putea indica faptul ca acumularea de metaboliti toxici (fenoli) din planta
gazda ucide parazitul. Sinteza fitoalexinelor reprezinta reactia de raspuns la atacul unui spectru
larg de patogeni [20]. Grupul respectiv de compusi sunt sintetizati foarte rapid si in concentratii
locale suficiente. Aceasta a fost confirmat pe baza studiului liniilor de floarea-soarelui rezistente
si susceptibile la infestarea cu O. cumana [166, 297]. Insa secretia de fitoalexine la floarea-

soarelui precedd inductia haustorului, adicd se demareaza in perioada de atasare a apresorului pe
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radacini si se finalizeaza dupa necroza tuberculilor. Conceptul despre rolul fitoalexinelor in
sistemul defensiv al plantelor de floarea-soarelui ca raspuns la Orobanche a fost adoptat odata cu
confirmarea sintezei 7-hidroxil cumarinelor (scopoletina, aiapina) metaboliti din grupul
fitoalexinelor doar ca in acest studiu sinteza lor a fost descrisa ca mecanism pre-atasament si
post-atasament de rezistenta ale plantelor de floarea-soarelui [251]. Cumarinele sunt compusi
polifunctionali si pot actiona ca compusi alelochimici atunci cand impiedicd germinarea
semintelor de lupoaie sau pot stopa patrunderea haustorului si conectarea acestuia la sistemul
vascular al plantei. Fenolii se acumuleaza in apoplast si creeaza un mediu toxic in jurul punctului
de infestare cu lupoaie [90].

Sorgul produce doua fitoalexine distincte apigeninidina si luteolinidina care apartin
grupului chimic 3-deoxianantocianidind. Caile lor biosintetice pornesc de la flavona —
naringenina conform unei scheme putin diferite de cea a antocianilor [231]. La porumb,
fitoalexinele sunt reprezentate de membrii clasei terpenoide, incluzand zealexinele si
kauralexinele a caror biosinteza se cunoaste in intregime [231]. Prezenta si excretia fenolilor
solubili precum medicarpina si maackiain sunt implicati in mecanismele defensive ale Medicago
truncatula infestata cu O. crenata [176].

Studiul proprietatilor biologice ale fitoalexinelor la unele specii de plante este limitat de
continutul scazut al acestora in tesuturi si de imposibilitatea de a le colecta si extrage in cantitati

suficiente prin procedee conventionale [139].

1.3.2. Ocluzia vaselor xilemice ale gazdei

Ocluzia vaselor xilemice reprezinta un raspuns comun la diferiti agentii patogeni
invadatori, cum ar fi bacteriile, ciupercile si plantele parazite, iar formarea mucilagiilor si
tilozilor este asociatd in mod tipic cu rezistenta impotriva acestora [36, 37, 187]. Acest mecanism
se pare cd este activat de prezenta substantelor strdine (secretiile parazitare) si a produselor
gazdei degradate de catre activitatea patogenului (carbohidratii din peretele celular) [96, 220].
Multi factori pot contribui la ocluzia xilemului, cum ar fi polizaharidele cu greutate moleculara
mare si micd, secretate de agentii patogeni in timpul colonizarii vaselor conducatoare [306].

Substantele mucilaginoase sunt probabil produse de celulele parenchimatice vasculare din
apropierea vaselor de xilem si se acumuleaza in spatiul intercelular sau in interiorul vaselor.
Componentele principale ale mucilagiilor sunt carbohidrati, in special pectine ne-metil
esterificate in care se gasesc si polifenoli, intr-o masurd mai mica [160]. Aceasta compozitie
confera proprietdti excelente pentru a actiona ca o barierd. Amestecul poate fi polimerizat cu

ajutorul peroxidazelor pentru a forma un gel si mai stabil [68]. Rezultate similare ale nivelului
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crescut de peroxidaze si productia de mucilagii au fost relevate 1a Pisum sativum rezistenta la O.
crenata [222].

La Vicia sativa infestata cu O. crenata, mucilagiile au blocat vasele conducatoare proprii
si au obstructionat canalul de aprovizionare spre parazit, acesta fiind un raspuns defensiv
cantitativ si probabil, se intdlneste si la alte leguminoase. De asemenea, prezenta substantelor
straine (adica a secretiilor parazitare) si a produselor degradate de gazda (adica carbohidratii din
peretii celulari) in interiorul vaselor gazdei pare sa actioneze ca raspuns si duce la ocluzia vaselor
xilemice si necroza tuberculilor de Orobanche. Vasele conducatoare ale radacinilor formelor
sensibile din interactiunile compatibile nu contineau mucilagii, in timp ce la interactiunea
incompatibild a existat un procent mai mare de celule umplute cu mucilagii nu exact in imediata
apropiere de haustor [220].

Ocluzia vaselor xilemice a fost detectata la planta gazda Impatiens baslamina rezistenta
la infestarea cu Cuscuta japonica. Vasele xilemice ale gazdei au fost blocate prin formarea

tilozelor de catre celule parenchimatice cale le inconjoara [165].

1.3.3. Necroza si moartea tuberculilor

Una dintre cele mai frecvente interactiuni de incompatibilitate descrise in literatura de
specialitate este necroza tuberculilor identificatd prin innegrirea tesuturilor care mor [160, 218,
222]. Studiile histologice au aratat ca se stabilesc conexiunile vasculare initiale si ca tuberculii se
dezvolta, dar apoi devin intunecati si parazitul moare intr-o etapa de dezvoltare timpurie [160,
218, 315]. In contrast, tuberculii din sistemele compatibile sunt de culoare gilbuie si se dezvolta
mai departe in lastari subterani si aerieni. Aceasta reprezintd rezultatul manifestarii unui sau a
mai multor mecanisme descrise anterior, fie determinate de fortificarea peretilor celulari, si/sau
acumularea de compusi toxici, si/sau ocluzia vaselor de catre mucilagii. Toate aceste mecanisme
au ca efect secundar necroza si moartea tuberculilor parazitului. Astfel, in urma lignificarii
peretilor celulari de la interfata gazdei Plantago lanceolata cu patogenul Rhinanthus minor,
tesutul patogenului s-a intunecat si ulterior s-a necrotizat [52]. La patosistemul Vigna
unguiculata - S. gesnerioides a fost raportat colorarea tesuturilor corticale in maro si necroza

rapida a parazitului atasat pe radacinile rezistente [161].

1.3.4. Formarea sistemelor de incompatibilitate si compatibilitate
Multe plante parazite din familia Orobanchaceae, cum ar fi Striga spp. si Orobanche spp.
produc o cantitate mare de seminte mici care pot ramane in stare de inactivitate in sol de zeci de

ani. Parazitii percep semnalele chimice emise de o gazda din apropiere, care pot Intrerupe
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aceastd dormanti si stimuleazd germinatia. Intrucat semintele plantelor parazite obligatorii au
resurse limitate, perceptia factorilor de germinare asigurda prezenta unei potentiale gazde la o
distanta accesibila. Astfel, natura strigolactonelor exsudate poate fi un criteriu pentru
susceptibilitatea sau rezistenta culturilor, datorita impactului lor asupra germinarii parazitilor
[309]. Receptorii strigolactonelor sunt a/B-hidrolaze codificate de ortologii Dwarf 14 (D14) la
diverse plante [125]. La Arabidopsis, exista o alta secventa care codifica cu o/p-hidrolaze — gena
KARRIKIN INSENSITIVE 2 (KAI2) (cunoscuti si ca D14-LIKE sau HTL (HYPOSENSITIVE TO
LIGHT). In mod surprinzitor, mai multe specii de Orobanchaceae codifici un singur omolog
D14, doar unele specii produc mai multi omologi KAI2, sugerand faptul ca acesti receptori sunt
sintetizati de o familie de gene [66, 270]. in particular, site-ul de legare a strigolactonelor cu
omologi KAI2 la Orobanchaceae este structural diferit, ceea ce demonstreaza o afinitate
variabila la diferite strigolactone testate [66]. Astfel, se presupune ca extinderea omologilor
KAI2 la diferite populatii de plante parazitare ar putea permite recunoasterea unui spectru larg de
strigolactone si ar conduce la o crestere a spectrului de gazde.

Pentru a invada gazda, plantele parazite trebuie sa dezvolte un apresor, care se ataseaza si
patrunde in radacina gazdei transformandu-se in haustor [313]. Spre deosebire de oomicete,
apresorul plantelor parazite este un organ multicelular. La unele Orobanchaceae, acesta are la
varf niste filamente receptoare pentru captarea mai eficienta a gazdei [69]. Odata ce radacina
gazdei este patrunsa de patogen, haustorul stabileste o conexiune cu sistemul vascular al gazdei,
permitand parazitului sa obtind apd cu nutrienti si s moduleze fiziologia gazdei prin secretia
unor factori de virulentd cum ar fi molecule mici si proteine. In timp ce formarea de haustor
poate fi declansata de stimuli fizici la unele plante parazitare, la majoritatea este nevoie de
perceptia metabolitilor secundari cunoscuti ca factori care induc dezvoltarea haustorului (FIH).
Pana in prezent, aproape toti factorii FIH, atat cei naturali cat si sintetici identificati la patogenii
din familia Orobanchaceae sunt derivati fenolici, cum ar fi flavanoide sau chinone [23]. Se stie
putin despre modul in care FIH sunt perceputi de plantele parazite si care este maniera lor de
generare. Se presupune ca productia SRO de catre tesutul invadator al patogenului transforma
precursorii fenolici derivati ai gazdei in FIH, cum ar fi acidul siringic in 2,6- dimetoxi-p-
benzochinona, FIH activ. Unele chinone manifesta capacitate de a declansa formarea haustorului

care coreleaza cu potentialul redox al gazdei [3].

1.4. Concluzii la capitolul 1
Procesul infectios al rizopatogenului lupoaia demareazd cu germinarea semintelor

patogenului, urmata de atasarea la radacinile gazdei si formarea patosistemului determinat de
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dezvoltarea haustorului. La aceste etape cheie ale invaziei patogenului au fost identificate si
descrise trei tipuri de procese defensive: pre-atasament, post-atasament (pre-haustorial) si post-
haustorial. Inhibitia germinarii O. cumana in faza de pre-atasare se manifesta prin lipsa sau
reducerea continutului stimulatorilor de germinare si secretia inhibitorilor de dezvoltare.
Mecanismele de rezistentd post-atasament se activeaza In cortex si endoderm si sunt
caracterizate prin impregnarea peretilor celulari cu fenilpropanoide, proteine cross-linking,
glicoproteine bogate in hidroxiprolina. Rezistenta poate aparea si dupd interconectarea cu succes
a parazitului la sistemul vascular al gazdei si poate lua o varietate de forme. Blocarea sau
sigilarea canalelor conductoare ale gazdei cu substante gelatinoase, lignificarea dependenta de
peroxidaze, depozitarea mucilagiilor si dezorganizarea haustoriului cauzeaza necroza si moartea
tuberculilor de Orobanche. Totalitatea mecanismelor mentionate reprezinta reactii de raspuns ale
rezistentei nespecifice ce au un caracter general pentru un spectru larg de patogeni. Astfel,
studiul mecanismelor defensive la diferite nivele functionale reprezinta o directie prioritara in
cercetarile agro-biologice si permite optimizarea tehnologiei de obtinere a plantelor de floarea-
soarelui cu rezistenta de lunga durata prin transferul de gene de la genotipurile rezistente.

Din aceste considerente, ne-am propus drept scop al studiului consta in elucidarea
modificarilor fiziologice si moleculare asociate cu rezistentd plantelor la atacul lupoaiei ca baza
stiintifica de ameliorare si optimizare a tehnologiei de cultivare ale plantelor de floarea-soarelui
in Republica Moldova.

Pentru realizarea scopului au fost Tnaintate urmatoarele obiective:

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

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

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

Analiza integrativa a parametrilor histologici, biochimici si moleculari, pentru validarea si

evaluarea utilitatii acestora in strategiile de ameliorare.
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2. CONDITIILE, OBIECTUL SI METODELE DE CERCETARE

Cercetarile efectuate in scopul elucidarii particularitatilor histochimice, biochimice si
moleculare de rezistenta ale plantelor de floarea-soarelui (planta gazda) fata de lupoaie (parazit)
au fost realizate pe parcursul anilor 2015-2017 in laboratorul Genomica si Proteomica a

Centrului de Genetica Functionala, Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir”.

2.1. Obiectul de studiu si conditiile de cultivare

Material de studiu. In 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. Genotipul Favorit
R si LC-1093A R contine gena Or6 care confera rezistenta specifica fata de rasa F de lupoaie
[213, 214], iar genotipurile LG-5542 R si PR64LE20 R sunt rezistente la rasele G si, respectiv, H
de lupoaie. Genotipul Performer S nu prezinta nici o gena Or [213, 232, 233].

Pentru crearea fondalului de infestare artificiala au fost utilizate semintele de lupoaie
colectate din localitatea Singera, Republica Moldova din cadrul expeditiilor efectuate in teren pe
parcursul verii din anul 2014, care conform rezultatelor obtinute apartin rasei F si manifestd 0
intensitate de atac inalta asupra genotipurilor de floarea-soarelui [4, 5].

Suplimentar, pentru identificarea corecta a etapelor cheie ale ciclului vital al lupoaiei a
fost montatd o experientd prealabila in vederea selectirii corecte a etapelor de lucru. in baza
acesteia a fost elaboratd schema experimentald de cultivare a genotipurilor care a permis de a
evidentia reactia de raspuns a plantelor la diferite etape de dezvoltare a patogenului in functie de
mecanismele defensive (post-atasament si post-haustoriale).

Conditii de cultivare. Infestarea artificiala si cresterea plantelor de floarea-soarelui s-a
realizat in vase de vegetatie de 5 1. Semintele de floarea-soarelui au fost semanate in amestec de
sol si nisip in raport de 1/1 pentru a permite usor curatarea sistemului radicular (a cate trei vase
Cu cca. 6-10 seminte de floarea-soarelui pentru fiecare variantd de experientd — trei repetitii
biologice). Contaminarea uniforma a substratului cu seminte de lupoaie nepreconditionate a fost
realizatd in raport de 37 mg la 200 g de substrat [321]. Genotipurile cultivate in substrat
neinfestat au servit in calitate de martor (Figura 2.1).
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Fig. 2.1. Cultivarea planelor de floaa-soa%e fondal de infestare in vase de vegetatie

Experientele au fost montate in aer liber pe perioada lunilor mai-iulie, 2015 (temperatura
medie 17,7°C — luna mai, 21,5°C — luna iunie si 24,4°C in luna iulie), cu umiditatea solului
controlatd timp de 67 de zile, plantele ajungand la faza de butonizare.

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). In scopul descrierii mecanismelor de rezistentd nespecifice ale plantelor de floarea-
soarelui fata de lupoaie, au fost utilizate metode clasice si moderne de cercetare pentru descrierea
raspunsului defensiv la diferite nivele: fenotipic, histo-anatomic, biochimic si molecular (Figura
2.2).

Studiul histochimic Estimarea fortificarii peretilor 6 genotipuri x

) celulari prin acumulari Martor/Infestat x
suplimentare de lignina si caloza 5 otape de analizi = 60
in radacinile plantelor de floarea- P
: o de probe
soarelui supuse stresului biotic

Studiul biochimic Activitatea enzimelor: 6 genotipuri X
) fenilalanin amonia-liazei (PAL), Martor/Infestat x S,
g f ascorbat peroxidazei (APX) si 5 etape de analiza x 3 5
. superoxid dismutazei (SOD) repetitii biologice = 180 f© z
de probe 3
p
Expresia genelor implicate n 3 genotipuri x
) céile de biosinteza a ligninei Martor/Infestat x
(PAL, C4H, 4CL1, FAH1), a 5 etape de analiza x 3
calozei (GSL1-4) si repetitii biologice = 90
metabolizare a SRO (MnSOD |, de probe

MnSOD II, Cu/ZnSOD |,
Cu/ZnSOD 11, APX1 si APX3).

Mecanisme post-atasament si post-haustoriuale de

Fig. 2.2. Etapele de realizare a cercetarii
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Pentru analizele histochimice probele au fost fixate in alcool de 70% [271], iar probele

utilizate in analiza expresiei genelor si activitatii enzimatice au fost congelate in azot lichid.

2.2. Metode histochimice de evidentiere a calozei si ligninei

In scopul evidentierii aspectelor histochimice de rezistenti ale plantelor de floarea-
soarelui la lupoaie au fost fixate 60 de probe radiculare in alcool etilic 70% (cate o planta pentru
fiecare combinatie experimentald). Sectiunile transversale au fost realizate din radacini primare
la primele 2 etape si din radacini laterale la etapele ulterioare. Pregatirea preparatelor
microscopice s-a realizat prin sectionarea cu ajutorul unei lame a materialului vegetal inclus in
maduva de soc, efectuandu-se sectiuni deasupra unei cutii Petrii. Sectiunile au fost transferate cu
ajutorul unei pensule in vase cu colorant si lasate pentru fixarea cu grupele functionale ale
ligninei si calozei. Identificarea histochimica a ligninei s-a realizat cu solutie de Safranina-O de
0,1% timp de 1 min [282], iar a calozei — cu solutie de Aniline Blue 0,005% timp de 1 h [47]. In
continuare, sectiunile au fost transferate pe lame cu o picaturd de glicerind diluata (1:3) si
acoperite cu lamele. Peretii lignificati s-au colorat in rosu si cei cu caloza — in albastru.
Preparatele microscopice obtinute au fost supuse foto-documentarii la microscopul fotonic
(XSZz-206T, Ningbo Wason Optical Instrument Co.,Ltd) dotat cu camera CCD (MEMZ1300,
Future Optics Sci. & Tech. Co., Ltd) conectat la calculator. Pozele sectiunilor transversale au

fost realizate la capacitatea de marire X 160 de ori.

2.3. Metode de studiere a activitatii enzimatice

Analiza spectrofotometrica a fost realizatd in trei repetitii tehnice a probelor radiculare
colectate in dinamica pe parcursul dezvoltarii patogenului. Activitatea enzimelor studiate (SOD,
APX si PAL) a fost exprimata in unitati de densitate optica raportata la continutul de proteine
(AE/mg proteind). Continutul proteic a fost determinat prin metoda Bradford [49].

Activitatea enzimatica a fost determinata spectrofotometric pentru 180 probe de material
vegetal congelat (radacini de floarea-soarelui) si pastrat la -80°C, obtinut de la trei repetitii
biologice pentru fiecare enzima in parte.

Extragerea enzimelor SOD si APX. Extractul proteic a fost obtinut dupd metoda
optimizata pentru o extragere mai eficienta a proteinelor din radacini cu ajutorul solutiei tampon
fosfat, 0,1 M, pH 7,8, 0,5 mM EDTA. Supernatantul obtinut dupa centrifugare a fost utilizat
pentru evaluarea activitatii enzimelor antioxidante [238].

Pentru determinarea activitatii enzimatice a grupului SOD la 50 pl extract enzimatic s-a
adaugat cate 750 pl tampon fosfat 0,1 M, pH 7.5 ce contine 0,5 mM EDTA, 50 ul NBT de 2,25
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mM, 100 ul metionind de 200 mM, 50 pl riboflavind de 60 mM. Dupa agitarea amestecului
probele s-au plasat la distanta de 20 cm de sursa de iluminare (lampi de zi) si s-au incubat in
decurs de 15 min la temperatura camerei 20°C. Principiul metodei se bazeazi pe capacitatea
SOD de a inhiba reducerea de catre radicalii superoxid a sarii NBT. Reactia s-a stopat prin
addugarea a cate 1 ml solutie de acid acetic de 33,3% la fiecare proba prin agitare. In proba
control nu s-a adaugat enzima, iar proba de referinta contine toti componentii si a fost plasata la
intuneric [2, 207]. Dupa incubare a fost determinata densitatea optica a probelor la lungimea de
unda de 560 nm. S-au utilizat cuve cu volumul de 1,5 ml. Coloratia este stabila in timp de 60 min.
Ecuatia reactiei catalizatd de enzimele SOD cuprinde: O;” + O;” +2H" — H,0;, + O,

Activitatea SOD s-a calculat dupa formulele (2.1) [300]:

% inhibitie = [(Dcontrol —Dproba)+Deontrol] X 100%; (2.1)

Activitatea enzimatica SOD (U/mg proteind) = % inhibitie/(50XxC)

unde: D — densitatea optica

C — concentratia proteinei (mg/ml)

Pentru determinarea activitatii APX a fost utilizat 100 pl de extract proteic la care s-a
adaugat 600 pul solutie de tampon fosfat de 50 mM si pH 7, 100 ul EDTA de 1 mM, 100 ul
ascorbat de 5 mM si cate 100 pl peroxid de hidrogen de 3% direct inainte de masurarea densitatii
optice. Activitatea se masoara la timpul 0 si peste 60 sec la lungimea de unda 290 nm. La proba
de referinta in loc de enzima se adauga solutie tampon.

Ecuatia reactiei catalizata de enzimele APX este: L-ascorbat + H,O, — dehidroascorbat +
H,O

Activitatea a fost calculata dupa formula (2.2) [323]:

Activitatea APX (U/mg proteina) = [(AD-+T)XE]+(LxC) (2.2)
unde: AD — densitatea optica

E — dilutia finala a extractului enzimatic

T — timpul reactiei (Sec)

L — grosimea cuvei (cm)

C — concentratia proteinei (mg/ml)

Activitatea enzimei PAL. Extractul enzimatic pentru enzima PAL a fost obtinut cu
ajutorul solutiei tampon borat, 0,1 M, pH 8,8. Mediul de reactie pentru estimarea activitatii a

inclus 0,2 ml extract enzimatic si 0,8 ml substrat, care reprezinta solutie tampon borat 0,1 M cu
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12 mM L-difenilamina si pH 8,8. La proba de referinta in loc de substrat s-a adaugat 0,8 ml apa
distilata. Ulterior, probele au fost expuse la incubare timp de 16 ore la temperatura +37° C. Dupa
incubare, a fost determinata densitatea optica a probelor la lungimea de unda de 290 nm in cuve
cu volumul de 1,5 ml.
Ecuatia reactiei catalizata de PAL este: L-fenil-alanina — acid trans-cinamic + NH3
Activitatea PAL a fost calculatda dupa formula (2.3) [168]:
Activitatea PAL (U/mg proteinad) = (AD290xV1)+(CxVsx0,01xT) (2.3)
unde: D — densitatea optica
C — concentratia proteinei (mg/ml)
T — timpul reactiei (min)
V1 — volumul total al reactiei (ml)

Vs — volumul extractului enzimatic (ml)

2.4. Analiza expresiei genelor potential implicate in mecanismele de rezistenta

Expresia unor gene implicate in raspunsul defensiv ale plantelor de floarea-soarelui la
atacul lupoaiei in dinamicad, a fost realizatd pe esantioane de ARN total care au servit ca matrita
pentru sinteza ADNCc.

La prima etapa s-a realizat extragerea ARN-ului cu TRI-reagent conform protocolului
(Ambion, Applied Biosystems) din 90 de probe de material radicular congelat cu azot lichid si
pastrat la -80°C.

Calitatea si puritatea probelor de ARN extras a fost verificata prin electroforeza in gel de
agarozi de 1% si misurare spectrofotometrica la lungimea de undi 260 si 280 nm. In probele
extrase sunt evidente benzile 28s si 18s, iar raportul valorilor densitatii optice 260/280 nm se

include in intervalul 2,0 £ 0,2 fapt care demonstreaza calitatea inaltd a ARN-ului (Figura 2.3).
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Fig. 2.3. Electroforeza ARN-ului extras din ridacinile de floarea-soarelui la etapa de 53 de
zile in gel de agarozi de 1%
1-3 Favorit supus infestarii; 4-6 Favorit martor; 7-9 PR64LE20 supus infestarii; 10-12 PR64LE2
martor; 13-15 Performer infestat; 16-18 Performer martor.
Urmatoarea etapd a inclus inlaturarea urmelor de contaminare cu ADN genomic a
probelor de ARN (1pug/ul) prin tratarea cu ADN-aza (#EN0521, Thermo Scientific) timp de 30

min la 37°C. ARN-ul tratat a fost utilizat in sinteza primei catene de ADNc complementar
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folosind RevertAid Reverse Treanscriptase (Thermo Fisher, #EP0441). Alinierea primerilor
Oligo(dT)18 (Thermo Fisher, #S0132) si Random Hexamer (Fermentas, #50142) s-a efectuat
timp de 5 min la 65°C.

In continuare probele de ADNc au fost utilizate pentru expresia genelor prin PCR
cantitativ in timp real la amplificatorul cu detectia automatd a fluorescentei DT-96 (DNA
technology, Rusia). Ampliconii PCR au fost sintetizati din ADNc utilizind Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Thermo Fisher, #K0223).

Design-ul primerilor utilizati pentru cuantificarea expresiei genelor de interes (Tabelul
2.1) a fost elaborat in baza secventelor transcriptilor cercetati sau secventelor expresate marcate
(EST-uri) similare cu genele omoloage la alte specii de plante stocate in baza de date al
Centrului National pentru Informatii Biotehnologice (NCBI) [327]. Pentru elaborarea primerilor
a fost utilizat programul Primer3Web v. 3.0.0. [328], iar verificarea acestora privind prezenta

structurilor secundare s-a efectuat prin OligoAnalyzer 3.1 [326].

Tabelul 2.1. Caracteristica primerilor utilizati in studiu

. Lung.
ai:giaNdegl) Simbolul genei Primer F Primer R ar;gl.,
Y12461.1 PAL ggcggattcttcgagttaca aaaatcgcggacaacacttc 125
DY924688.1 | 4CL1 cgcaatcggttcatgttgca ctcatcgccggaagtcaact 122
DY919063.1 | C4H cggagggtgtggtgattagg gccattcaacgccttcaact 128
DY919458.1 | FAH1 accctcctatcccggttacc tggcgaacacgttgaccata 102
DQ837211.1 | GSL1 acagggaaaagaccaggaagt ggactgcttctccacgagta 116
DQ837212.1 | GSL2 cgtggtctcatgccaacagt cctcaacctcgtcaatgtaagc 122
DQ837213.1 | GSL3 gtgaccatagagaccaaagttgt cccacccttgaccagaacag 149
DQ837214.1 | GSL4 tgaggttgaggagcctagca cccgtctcagaagcattgga 105
DQ812552.2 | Mn-SOD | ataaggaaagcccgattttg ttgcgattacaaacggtgaa 107
DQ812551.2 | Mn-SOD I tgtgggttctgcaataagtcaa acaagcaaaagcaacaacca 134
AJ786258.1 Cuzn-SOD | cctaatgctgtggttggaagag agtggagaggctaagttcgtga 87
AJ786257.1 CuZn-SOD 11 cactaattggaggtcaatccatc caatgataccacatgcaactcttc 135
BU032190.1 | APX3 cccaaatgctaccaaaggtg atgtgctcttccaagggtgt 112
CD849992.1 | APX1 ccttatgcctcagcaaatcc ctgacgaggatgctttcttt 79

Amplificarea s-a realizat in volum de 15 pl, prin programul automat de amplificare cu
urmatorul regim: 95°C — 10 min; 5 cicluri la 95°C — 15 s, 64°C — 20 s; 40 cicluri 95°C — 15 s,
60°C — 40 s. Detectarea fluorescentei s-a realizat In decursul elongarii. Lipsa amplificarii
produselor nespecifice si formarii primerilor dimerizati a fost confirmata prin electroforeza in gel
de 1,4% agaroza (Figura 2.4) si analiza curbelor de topire. Pentru fiecare proba de ARN reactia a
fost montata in doua repetari analitice.
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Fig. 2.4. Electroforeza in gel de agaroza 1,4% a produsilor de amplificare RT-PCR la
floarea-soarelui la 18 zile
1 — Favorit R cultivat pe fondal de infestare; 2 — Favorit R martor 3 — PR64LE20 R cultivat pe fondal de
infestare; 4 — PR64LE20 R martor; 5 — Performer S infestat; 6 — Performer S martor; M — Marker
molecular

Obtinerea ampliconului specific valideaza eficienta primerilor elaborati si confirma
expresia genei respective in probele analizate (Figura 2.4) prin marimea ampliconului specific.

In calitate de gena de referinta s-a utilizat actina (numarul de acces in baza de date
NCBI: AF282624.1). Expresia relativa a genelor fata de actind a fost calculata prin metoda ACT
si AACT (2.4) [171]:

2%“ unde ACt = Ct, gena — Ct, actina. (2.4)

Rezultatele au fost exprimate in unitati conventionale (un. c.) - valorile probelor martor si
fold change — raport de modificare a expresiei experientei la martor (Exp./martor) [210]. Pentru
clasificarea si caracteristica modificarii expresiei genelor in conditii de stres biotic fata de martor
(Tabelul 2.2), s-a utilizat modelul propus de Xu si colab. [305]. Acest model este aplicat pentru a
defini nivelul general de supraexpresie, subexpresie sau lipsa unor schimbadri privind activitatea

transcriptionala a genelor de interes [60].

Tabelul 2.2. Clasificarea genelor in functie de activitatea transcriptionala [94]

. . Fara
Supraexpresie Subexpresie e e .
(1>M) (1<M) schimbari
(1=M)
+1 (1,5-5,0 ori) Slaba -1 (1,5-5,0 ori) Slaba
+2 (5,1-10,0 ori)  Moderata -2 (5,1-10,0 ori) Moderata <15 ori
+3(10,1-20,0 ori) Puternica -3(10,1-20,0 ori)  Puternica '
+4 (>20,1 ori) Foarte puternica -4 (>20,1 ori) Foarte puternica

| — infestat sau cultivat pe fondal de infestare; M — martor
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2.5. Metode statistice de prelucrare a datelor

Datele obtinute in cadrul cercetarilor au fost supuse prelucrarii statistice [319] prin
calcularea urmatorilor parametri: media aritmetica - x, deviatia standard - S, coeficientul de
variatie — CV. Diferentele in parametrii studiati au fost remarcate cu ajutorul testului t, iar

rezultatele care au determinat valoarea p<0,05 au fost considerate semnificative.

2.6. Concluzii la capitolul 2

In calitate de obiect de cercetare au servit sase genotipuri de floarea-soarelui cu
potentialul fenotipic diferit de rezistenta fatda de lupoaie caracterizat anterior. Analiza
mecanismelor post-atasament si post-haustoriale a fost asigurata prin montarea unui model
experimental de cultivare si colectare a materialului biologic in dinamica. Pentru descrierea
mecanismelor de rezistenta nespecifice ale plantelor de floarea-soarelui la lupoaie, au fost
utilizate metode clasice si moderne de cercetare: spectrofotometria, electroforeza in gel de
agaroza, PCR-ul si metode de colorare histochimicd (Figura 2.2). Potentialul de rezistenta la
lupoaie a genotipurilor investigate a fost estimat prin corelarea rezultatelor la diferite nivele:

fenotipic, histochimic, biochimic si molecular.
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3. ESTIMAREA MODIFICARILOR FIZIOLOGICE, HISTOLOGICE SI
BIOCHIMICE ASOCIATE CU REZISTENTA PLANTELOR
DE FLOAREA-SOARELUI LA LUPOAIE

Protectia naturald a plantelor impotriva agentilor infectiosi este bazatd pe o varietate de
mecanisme si interactiuni. 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 formeazd cu ajutorul diferitor mecanisme: genetice, biochimice,
fiziologice, morfo-anatomice ce sporesc capacitatea gazdei de a supravietui, a se autoreproduce
si dezvolta in conditii variabile de mediu.

Studiile genetice sugereaza ca rezistenta la lupoaie a plantelor de floarea-soarelui este
determinata de mecanisme poligenice cantitative si calitative [158, 226]. In primul rand au fost
descrise mecanisme specifice (rezistenta verticala de natura calitativa) de rezistenta ale plantelor
de floarea-soarelui la lupoaie, determinate de genele specifice Or, identificate pentru prima data
de Vranceanu (1980) [293]. Insd acestea nu sunt absolut eficiente datoritd faptului ca patogenul
O. cumana evolueazi si apar rase noi tot mai agresive. In cadrul acestui patosistem a fost
descrisd de asemenea rezistenta de naturd cantitativd (orizontald) care reprezintd activarea
mecanismelor defensive nespecifice ce au caracter general pentru un grup larg de factori

stresogeni [175].

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

infestare

Rezistenta plantelor de floarea-soarelui fata de holoparazitul angiosperm lupoaia implica
mecanisme de apdrare complexe si multifactoriale. Reactia de raspuns a plantelor este
determinatd de stadiul ontogenetic, modul de actiune ,,ales de agresor”, intensitatea si durata
atacului si nu in ultimul rand de conditiile mediului inconjurator [190]. Aspectul morfo-fenotipic
al genotipurilor de floarea-soarelui cultivate pe fondal de infestare cu O. cumana reprezinta
ultima configuratie a reactiei de rdspuns complex, capacitatea de adaptare si mentinerea
echilibrului intern.

In functie de dezvoltarea patogenului au fost puse in evidenta trei tipuri de procese
defensive: pre-atasament, post-atasament (Sau pre-haustoriale) si post-haustorial [175]. Astfel,
in baza scopului propus de a estima modificdrile fiziologice si moleculare ale plantelor de
floarea-soarelui in urma infestarii artificiale cu lupoaie a fost montata experienta care permite de

a evidentia reactia de raspuns a plantelor la diferite etape de dezvoltare a patogenului.
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Mecanismele defensive de pre-atasament se activeaza in endodermul sau in cortexul
potentialei plante gazda pentru a evita sau a preveni atasarea parazitului prin absenta sau sinteza
redusa a stimulatorilor de germinare si/sau sinteza inhibitorilor de germinatie [99]. In baza unor
studii anterioare s-a demonstrat un nivel destul de inalt de afinitate a populatiei de lupoaie
colectate din regiunea centrala a Republicii Moldova cu grad sporit de stimulate a germinatiei cu
exsudatele obtinute din genotipurile sensibile de floarea-soarelui [82], care a fost folositd in

investigatiile din lucrarea data pentru infestarea artificiala a culturii de floarea-soarelui.

3.1.1. Dinamica formarii patosistemului floarea-soarelui — lupoaie

Ciclul vital al Orobanche cumana cuprinde o serie de etape ontogenetice bine definite
spatial si temporar si care reprezintd tinte potentiale pentru strategiile defensive ale plantei-
gazda. Astfel, specificul interactiunii dintre gazdd si parazit este determinat de schimbul si
recunoasterea semnalelor moleculare de catre ambii parteneri [95].

La prima etapd de cercetare s-a montat o experientd prealabild pentru a monitoriza
aspectele fenotipice ale cresterii plantelor de floarea-soarelui pe fondal de infestare si evolutia
dezvoltarii lupoaiei in scopul determinarii etapelor cheie de interactiune gazda-patogen la care se
pot activa mecanismele defensive.

Rezultatele cercetarilor experimentale efectuate, demonstreaza un nivel inalt de afinitate
a lupoaiei colectatda din localitatea Singera, fatd de genotipul Performer S. Astfel, analiza
dezvoltarii ontogenetice gazda — parazit, realizata in decursul a 67 de zile, cu evaluarea periodica
a permis evidentierea mai multor stadii de dezvoltare a O. cumana. Astfel, ciclul vital al
parazitul cuprinde cinci etape dependente in totalitate de gazda: [86, 175].

Pentru germinarea semintelor de lupoaie diseminate in sol a fost nevoie de o perioadad de
preconditionare de 1-2 saptamani la temperatura 15-20°C pentru a deveni imbibate. Pe parcursul
acestei faze ontogenetice, in seminte se activeazd cdile metabolice §i procese importante cum ar
fi respiratia si sinteza ADN-ului, proteinelor si hormonilor [141]. Dupa procesul de conditionare
a germinatiei, semintele patogenului recunosc stimulii chimici din rizosfera, exsudati de
radacinile gazdei [99]. Cercetarile realizate pe embrionii speciilor din genul Orobanche au
evidentiat ca numai semintele care sunt aproape de radacinile plantei gazda (aproximativ 5 mm)
vor germina [320]. Germinarea s-a initiat cu largirea zonei micropile a semintei, care a fost
urmatd de emergenta unui filament subtire, incolor, apexul caruia este format din celule
meristematice active (Figura 3.1 A, B). Odata ce trece de tegumentul semintei, acest filament s-a
elongat prin dividere si extindere celulara. Tubul germinal a atins lungimea de 1-5 mm si

diametrul de 0,15 mm. Din acest motiv, doar semintele de O. cumana aflate in imediata
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vecinatatea de radacinile plantei-gazda s-au atasat si pot induce dezvoltarea parazitului [230]. Ca
rezultat al acestui proces se formeaza primordiul haustorului care adera la radacina plantei de
floarea-soarelui cu ajutorul unei substante organice lipicioase, secretatd de celulele zonei apicale
ale tubului germinativ. Penetrarea tesuturilor este realizatd prin mecanisme enzimatice care
determina separarea celulelor-gazda (Figura 3.1 C, D) [90]. Dezvoltarea ulterioara a plantulei a

depins de contactul infiintat cu radacina plantei gazda.

Fig. 3.1. Dezvoltarea O. cumana pe radacinile genotipului Performer S ( x 100 ori)
A — germinarea semintei de lupoaie ; B —formarea filamentului germinal (apresor); C, D — penetrarea
cortexului raddacinii gazdei, E, F, G — penetrarea cilindrului central al raddcinilor de floarea-soarelui de
catre parazit; H, | — dezvoltarea tuberculului de lupoaie.

Apresorii atasati au Tnaintat in scoarta radacinilor realizdnd contactul cu sistemul
fasciculelor conducidtoare ale gazdei printr-o structura specializata, cunoscuta drept haustor, care
reprezinta jonctiunea intre gazda si parazit (Figura 3.1 E, F, G) [261]. Activitatea pectolitica a
celulelor intruzive ale parazitului este realizata de pectin-metil esteraze si eventual
poligalacturonaze, care determind degradarea completd a pectinelor peretelui celular, permitand
separarea celulelor si penetrarea neteda a celulelor intruzive [174]. La exterior atasamentele s-au
dezvoltat si s-au ingrosat ludnd forma unui bulb de culoare galbena — tuberculi, initial formati
din celule parenchimatice (Figura 3.1 H, I). Vasele conducatoare ale parazitului se ramifica

foarte repede in cadrul intregului tesut al tuberculului. Odatd ce aceastd structurd a stabilit

50



conexiuni vasculare cu planta gazda [197], are loc realizarea unui contact intim intre gazda si
parazit, ce continud ulterior cu schimbul de apa si substante nutritive, hormoni, toxine.

Atunci cand tuberculii au atins 0 anumita dimensiune (0,7 mm in diametru), se initiaza
formarea zonei meristematice initiale ale apexului si radacinilor adventive. Mugurii s-au alungit
(1astari subterani) si strabat solul iesind la suprafatd, formand tulpina floriferd a parazitului —
lastari aerieni de culoarea violet-albastrui, determinatd in principal de acumularea antocianilor,
care sunt mult mai vizibili, din cauza lipsei pigmentilor clorofilieni [143].

Fazele subterane de dezvoltare a parazitului dureaza de la 30 pana la 100 de zile, in
functie de conditiile climaterice. In acest ristimp gazda este epuizata, fard ca planta parazitd si
poata fi vazutd. Ciclul de viata al rizoparazitului O. cumana din momentul atasarii filamentului
germinal la scoarta radacinii plantei-gazda, pana la maturizarea semintelor cuprinde un interval
de 3-5 luni [143]. Ulterior, s-a constatat ca formarea primelor atasamente s-a realizat dupa 18 si
21 de zile; dezvoltarea tuberculilor la 35 de zile; formarea lastarilor subterani si a celor aerieni
peste 53 si respectiv 67 de zile. In acest context colectarea probelor a fost realizati in dinamica
in functie de ciclul vital al patogenului in decursul a 67 de zile, cand floarea-soarelui prezinta
butoni florali. Numarul de zile la care au fost observate aceste faze, era diferit de cele stabilite in
studiile anterioare privind ontogeneza parazitului [9], fiind influentata de conditiile climaterice,

genotipurile cultivate si populatia de lupoaie.

3.1.2. Modificarile fenotipice ale dezvoltarii plantelor de floarea-soarelui pe fondal de

infestare

Genotipurile de floarea-soarelui au fost cultivate in vase de vegetatie pe sol infestat cu
seminte de lupoaie. Colectarea probelor s-a realizat in functie de etapele de dezvoltare a
patogenului care determina diferite reactii de aparare a plantei gazda.

Plantele martor (atat genotipurile rezistente cat si cele sensibile) cultivate in sol neinfestat
au prezentat dezvoltare normala incepand cu prima etapa de colectare (18 zile) si finalizand cu
ultima etapa (67 de zile).

Cultivarea hibrizilor de floarea-soarelui pe substrat infestat artificial cu seminte de O.
cumana a prezentat un tablou fenotipic asteptat la formele rezistente si cele sensibile.

Hibrizii rezistenti nu au prezentat semne fenotipice de infestare prin absenta tuberculilor
si lastarilor fixati pe radacinile de floarea-soarelui cultivatd pe sol cu seminte de lupoaie si
devieri majore ale dimensiunilor liniare (Tabelul 3.1, Anexa 1). Astfel, se poate de presupus ca

aceste genotipuri au format sisteme incompatibile cu lupoaia si 1si pot activa doar doud tipuri de
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mecanisme: pre-atasament si cele post-atasament cu o posibilitate redusa. Cele post-haustoriale
nu pot fi atribuite, deoarece nu s-au dezvoltat patogeni pe radacinile plantelor.

Totusi cultivarea acestora pe fondal de infestare a determinat devieri ale dimensiunilor
liniare, ceea ce denotd o influentd negativa a cultivarii plantelor de floarea-soarelui in sol
contaminat cu seminte de lupoaie, chiar si a hibrizilor rezistenti (Tabelul 3.1).

Astfel, diminuarea masei vegetale ale plantelor atacate determina reducerea
productivitatii culturii. Unele plante pot fi afectate de patogen, ceea ce induce una sau mai multe
disfunctii metabolice. Daca factorul stresogen este pe termen scurt si moderat, prejudiciul poate
fi temporar si planta se poate recupera cand patogenul este eliminat. In cazul in care parazitul are
o actiune suficient de severda, acesta poate afecta inflorirea, formarea semintelor, induce
senescenta, care ulterior conduce la moartea plantei gazda. Astfel de plante sunt considerate a fi

sensibile.

Tabel 3.1. iniltimea plantelor la faza de butonizare dupi 67 de zile de cultivare

Inaltimea plantelor, .
Genotipul X(cm)£S Diferenta
cultivate pe substrat neinfestat | cultivate pe substrat infestat procentuala
Favorit R 50,788+3,645 41,900+3,575 17,5
LC-1093AR 38,513+3,984 31,473+3,487 18,3
PR64LE20 R 44,364+3,861 40,179+4,388 9,4
LG-5542 R 44,885+7,042 38,100+3,526 15,1
Performer S 56,2924+5,891 32,593+3,941 42,1
LG-5525 S 40,364+7,325 23,682+4,802 41,3

Genotipurile Performer S si LG-5525 S, cultivate pe fondal de infestare au manifestat un
atac intens de catre parazit, la toate etapele de dezvoltare ale acestuia, prin formarea tuberculilor
si lastarilor de lupoaie pe radacinile plantelor gazda (Anexa 2).

Patogenul se hraneste pe contul gazdei in urma formari patosistemului lupoaie — genotip
sensibil (sistem de compatibilitate gazda — patogen), care ulterior, se rasfrange asupra
parametrilor cantitativi, determinand reducerea cu aproximativ 40% a dimensiunilor liniare ale
plantei (Tabelul 3.1, Anexa 2).

Diferente similare au fost relevate in studii anterioare, astfel stagnarea maximd in

cresterea tulpinii sub influenta infestarii cu lupoaie a cuprins valoarea de 36% [9].

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, ligninele avand
o pondere esentiald. In lipsa unor conexiuni viabile, fara acces la apa si nutrienti, supravietuirea
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rizoparazitului este periclitata, survenind necroza tuberculilor prin lignificarea peretilor celulari
dependentd de peroxidaze, incapsularea pe suprafata parenchimului cortical, depozitarea
carbohidratilor, dezorganizarea haustorului etc. [160, 220, 221].

Lignina este un polimer aromatic complex din peretii secundari ai celulelor vegetale, care
confera rigiditate tesuturilor realizdnd astfel, functia de aparare impotriva agentilor patogeni
[175]. Lignificarea peretilor celulari s-a evidentiat la plantele de naut, bob, mazare, mazariche,
rapita, morcov, floarea-soarelui ale caror radacini nu au fost penetrate de catre speciile
Orobanche (O. crenata, O. aegyptiaca, O. cumana, O. ramosa) [119, 160, 220, 222]. Gayoso si
colab., (2010) au stabilit acumularea si polimerizarea apoplastica a ligninelor in rezultatul
intensificarii metabolismului fenilpropanoidelor sub actiunea stresului biotic [116].

Totodata, un eveniment important in raspunsul gazdei la patogen este acumularea calozeli
in structurile membranare, proces observat la numeroase plante, inclusiv la floarea-soarelui
infestata cu O. cernua si O. cumana [90, 251].

Caloza este polimerul (1,3) -B-glucanului cu unele ramificari in pozitiile B-1,6 [62].
Prezentd 1n toate algele verzi multicelulare si in plantele superioare este una dintre cele mai
dinamice poliglucide ale peretelui celular. Continutul si distributia calozei variazd temporal si
spatial 1n functie de etapele ontogenezei si actiunea factorilor biotici si abiotici, indeplinind
functia de bariera fizica pentru diverse leziuni si restaurarea integritatii celulelor plantei-gazda

[93, 108].

3.2.1. Determinarea acumaularii ligninei in tesutul radicular de floarea-soarelui

Cu toate cad fortificarea peretilor celulari reprezintd un mecanism de rezistenta post-
atasament, nivelul de acumulare a ligninei a subliniat caracteristici specifice si comune in functie
de natura genetica a genotipurilor in momentul co-cultivarii plantelor de floarea-soarelui cu
lupoaie si activarii mecanismelor histologice de rezistenta.

Examenul histochimic si analiza comparativda ale sectiunilor transversale la sase
genotipuri cultivate in conditii lipsite de infestare nu au indicat diferente in nivelul de acumulare
a ligninei si nici ale aspectelor morfo-anatomice atat la genotipurile rezistente cat si la cele
sensibile pe toatd perioada de studiu (Figura 3.2). Continutul de lignina si grosimea peretilor
celulari evaluatd in dinamica la sase genotipuri de floarea-soarelui a prezentat reducerea
nesemnificativa ale acestora la etapele de 53 si 67 de zile, ce ar corespunde cu solicitarea

compusului dat in formarea masei vegetative.
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Fig. 3.2. Identificarea histochimica a ligninei (X160 de ori) la diferite genotipuri de floarea-
soarelui cultivate in sol neinfestat

Analiza histochimica a sectiunilor transversale din radacinile de floarea-soarelui supuse
infestarii artificiale indica anumite particularitdti specifice in corelatie cu rezistenta plantei-gazda
la rizopatogen. Examenul histochimic si anatomic al sectiunilor transversale la combinatia
incompatibild a hibridului Favorit R — O. cumana a permis identificarea a trei diferente dintre
plantele cultivate pe fondal de infestare si martor, incepand cu etapa de 35 de zile. Astfel, s-a
atestat acumularea suplimentara a ligninei in peretii vaselor conducatoare (Figura 3.3). O alta
modificare a fost observata la nivel morfo-anatomic spre fazele de cultivare mai tarzii (53 si 67
de zile) ce s-a caracterizat prin ingustarea vaselor conducatoare in opozitie cu dilatarea
cilindrului central la formele supuse stresului biotic (Figura 3.3).

Studiul histochimic al tesutului radicular la genotipul LC-1093A R a permis identificarea
unor diferente ale continutului de ligninad dintre forma cultivata pe fondal de infestare si martor.

Astfel, la etapa de 53-67 de zile de la co-cultivare cu seminte de lupoaie, in peretii celulari ai
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cilindrului central si al epidermei a fost detectatd acumularea suplimentard a acestui polimer
(Figura 3.3).

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

Etapele de cultivare (zile)

Fig. 3.3. 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

Evaluarea continutului de lignina in cazul genotipului PR64LE20 R a indicat aspecte
diferite fata de primul genotip Favorit R si fata de cel de-al doilea LC-1093A R. Deci, analiza
histochimica a sectiunilor radiculare transversale nu a manifestat modificéri esentiale la primele
patru etape de cultivare. Identificarea depunerilor de lignina a evidentiat acumularea compusului
doar la etapa de 67 de zile la formele cultivate pe fondal de infestare in comparatie cu forma
martor (Figura 3.3).

Analiza sectiunilor transversale ale genotipului LG-5542 R a prezentat un tablou deosebit
fata de celelalte genotipuri rezistente, adica nu s-a atestat acumularea suplimentara a ligninei in

peretii celulari ai stelului in raport cu martorul (Figura 3.3).
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In aspect comparativ, analiza histochimica al acumularii suplimentare a ligninei la
genotipurile rezistente de floarea-soarelui infestate artificial cu lupoaie a scos in evidenta
activarea mecanismelor defensive care depind de stadiul de dezvoltare, de genotip si de natura
genetica a acestuia. Astfel, reactia de aparare impotriva invaziei patogenului, determinata de
fortificarea peretilor celulari prin acumularii suplimentare de lignind Se activeazd 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 [87].

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 3.3). Cu toate cd acest genotip sensibil isi activeaza
metabolismul de acumulare a ligninei, dupa 50 de zile, acest proces defensiv deja nu poate sa
permitd plantei sd lupte cu patogenul, deoarece el este infestat intens si pe radacinile lui s-au
dezvoltat peste 30 de tuberculi si lastari per planta. Posibil la acest genotip nu sunt prezente
anumite elemente de semnalizare precoce sau nu sunt activate in cazul posibilei infestari cu
lupoaie. De asemenea, pot exista factori de naturd patogend care pot bloca anumite procese
metabolice. Mai mult ca atét, la acest genotip se observa largirea cilindrului central si dilatarea
accentuatd a unor vase xilemice incepand cu etapa de formare a tuberculilor, rezultati in urma
stabilirii contactului intim dintre gazda si patogen prin intermediul haustorului.

Al doilea genotip LG-5525 S nu a prezentat lignificarea suplimentara a peretilor celulari
din tesuturile radiculare supuse analizei (Figura 3.3). Totusi de mentionat, o particularitate
comuna si pentru cel de-al doilea genotip infestat a fost faptul ca, cilindrul central s-a dilatat ca
rezultat al conexiunii cu patogenul si al comunicarii reciproce dintre membrii patosistemului.

In aspect comparativ, reactia genotipurilor sensibile in cadrul interactiunii gazda-parazit a
indicat modificari morfo-anatomice cum ar fi: cresterea diametrului cilindrului central, largirea
unor celule ale maduvei si ingustarea scoartei. Cresterea diametrului radacinii gazdei ar putea fi
rezultatul diviziunii celulelor parenchimatice din cilindru vascular si proliferarea celulelor
endofite in site-ul de penetrare [17].

Rezultate similare au fost demonstrate si in cazul patosistemului Pisum sativum —
Orobanche sp. [126]. Fortificarea peretilor celulelor prin lignificare si suberizare a fost
considerata ca mecanism de rezistentad si la alte sisteme gazda-parazit, cum ar fi tomatele
parazitate de Cuscuta reflexa [244], mazarichea infestata cu Striga gesnerioides [194].

Studiile histochimice ale prezentei si acumularii suplimentare a ligninei la genotipurile de
floarea-soarelui supuse infestarii artificiale cu lupoaie au permis evidentierea activarii

mecanismelor defensive la trei genotipuri rezistente si la unul sensibil. Cel mai inalt nivel de
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acumulare a ligninei a fost atestat la genotipul Performer S si Favorit R la etapa de 67 de zile de
la cultivare [87]. Aceste rezultate nu coreleaza in totalitate cu rezultatele obtinute anterior, unde

acumularea ligninei a fost evidentiata doar la genotipul rezistent in zona de interactiune [90].

3.2.2. Evidentierea acumuldrii calozei in peretele celular al celulelor raddacinilor de

floarea-soarelui

Acumularea suplimentard a calozei in peretele celular reprezinta 0 reactic defensiva
frecvent intalnita si poate fi insotita sau nu cu diferite procese metabolice. Astfel, Delavault si
colab., (2006a) in studiul lor privind rezistenta plantelor de floarea-soarelui la O. cumana, au
atestat depunerea calozei in xilemul radacinilor la contactul imediat cu parazitul, blocand vasele
conducitoare si reducand rata de atac al patogenului [73]. Cercetari asemanatoare au realizat si
echipa lui Letousey (2007), care au identificat fortificarea peretilor celulari prin depunerea
calozei, urmata de sporirea expresiei genei HaGSL1, care codifica enzima glucan-Sintetaza,
enzima Cce participa la sinteza si acumularea de caloza [166].

Profilul histochimic al sectiunilor transversale ale plantelor cultivate in lipsa infestarii a
indicat aspecte similare in nivelul de acumulare al calozei atat printre genotipurile rezistente, cat
si la cele sensibile pe toata perioada de studiu (Figura 3.4).

Analiza histochimica a prezentei calozei la genotipul Favorit R a pus in evidenta
acumularea compusului la etapele tarzii de cultivare pe fondal de infestare (35-67 de zile)
(Figura 3.5), rezultate similare relevate si in cazul acumularii ligninei.

Nivelul de depozitare suplimentard a calozei in sectiunile transversale la genotipul LC-
1093A R cultivat pe fondal de infestare cu parazit a manifestat un grad mai scazut fata de Favorit
R, incepand cu etapa de 53 de zile (Figura 3.5).

La formele cultivate pe fondal de infestare ale genotipul PR64LE20 R nu au fost
evidentiate modificari majore. Totusi, la etapa de 67 de zile formarea papilelor de caloza a aratat
un nivel putin ridicat fata de cele ale martorilor (Figura 3.4, 3.5).

In cazul genotipului LG-5542 R nu au fost semnalate modificiri esentiale ale acumulirii
calozei pe parcursul cultivarii pe fondal de infestare in raport cu martorul (Figura 3.5). Astfel,
putem conchide cd acest genotip nu-si activeaza aceasta cale metabolica ca reactie de raspuns la
co-cultivarea cu seminte de lupoaie.

Totusi, au fost relevate unele aspecte comune, la genotipurile rezistente supuse stresului,
sl anume, s-a observat depozitarea suplimentara de caloza la etapa de 18 zile in peretii celulari ai

epidermei (Figura 3.5) [87].
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Fig. 3.4. Identificarea histochimica a calozei (X160 de ori) la diferite genotipuri de floarea-
soarelui cultivate in sol neinfestat

Identificarea mecanismelor post-atasament si post-haustoriale in sistemul gazda-parazit
dintre Performer S si lupoaie, prin reactii histochimice de colorare a calozei a permis detectarea
acumularii compusului in peretii celulari ai cilindrului central in cantitati ridicate la etapele de
formare a lastarilor subterani si aerieni (Figura 3.5). Astfel, acest genotip la nivel histochimic isi
activeaza mecanismele doar dupa formarea conexiunii cu patogenul, adica cele post-haustoriale.

La genotipul LG-5525 S a fost identificata lipsa acumularii suplimentare a calozei in
raport cu martorul a sectiunilor radiculare prin colorarea histochimica (Figura 3.5).

Analiza profilului histochimic de acumulare a calozei ca mecanism de raspuns al
plantelor de floarea-soarelui la atacul parazitului O. cumana a demonstrat ca la unele sisteme
incompatibile dintre gazda si patogen se activeazd calea de biosintezd a calozei si are loc
depozitarea acesteia, fenomen sesizat intens la genotipul Favorit R si LC-1093A R. Dintre
genotipurile sensibile, Performer S a manifestat un grad inalt de depozitare a calozei la formele

infestate artificial cu lupoaie [87].
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Fig. 3.5. Identificarea histochimica a calozei (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

Rezultatele obtinute de alti cercetatori pe radacinile rezistente de floarea-soarelui
penetrate de O. cumana au aratat depunerea intensa de caloza deasupra punctului de atasare a
apresorului la interfata dintre gazda — parazit, iar la genotipul sensibil a fost identificatd un
continut mai mic de calozd in zona imediata de interconexiune [166]. Pe cand, rezultatele
obtinute in lucrare sunt diferite, la genotipul rezistent acumularea de caloza a fost relevata nu
doar deasupra punctului de atasare, iar la cele sensibile — nu doar in zona de infectie. De
asemenea, continutul compusului a fost mult mai sporit la formele sensibile fatd de cele

rezistente, ceea ce a fost diferit de alte cercetari.

3.3. Profilul biochimic al radicinilor de floarea-soarelui cultivata pe fondal de
infestare
Modificarile biochimice depind de nivelul de sensibilitate a plantelor fatd de factorii de

stres, de perioada de dezvoltare, de durata de actiune a patogenului etc. Una dintre primele
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modificari biochimice observate dupd recunoasterea patogenului este explozia oxidativa si
generarea de SRO [272]. Nivelurile excesive de SRO sunt potential daunatoare structurii si

functiilor celulare daca nu sunt detoxificate prin sistemele antioxidante [59].

3.3.1. Activitatea fenilalanin amonia-liazei

Acumularea compusilor fenilpropanoidici si fortificarea peretilor celulari reprezinta
mecanisme esentiale de aparare a plantelor gazda fata de patogenii din grupul Orobanchaceae la
nivel post-atasament si post-haustorial. Sintezd acestor compusi este demaratd de enzima
fenilalanin amonia-liaza sub actiunea careia se realizeaza dezaminarea non-oxidativd a L-
fenilalaninei, obtinandu-se acidul trans-cinamic, care ulterior dupa mai multe transformari
genereaza trei tipuri de monomeri ai ligninei. Hyun M.W (20111) a stabilit existenta unei
corelatii intre continutul fenilpropanoidelor si activitatea PAL, fapt care a permis autorilor sa
considere interrelatia “activitatea PAL — continutul fenilpropanoidelor” marker functional si test-
criteriu de rezistenta a plantelor la patogenii fungici [133].

Activitatea enzimei PAL la genotipurile de floarea-soarelui cultivate in sol neinfestat a
prezentat un profil variat care alterneaza nesemnificativ pe toata perioada experimentala.

In ansamblu, activitatea enzimei PAL, in dinamica, la genotipurile rezistente cultivate in
lipsa infestarii a prezentat profiluri diferite. Astfel, cel mai mare interval al valorilor activitatii
fenilalanin amonia-liazei la formele martor a inregistrat genotipul PR64LE20 R cu valori
cuprinse intre 1,670-15,873 U/mg proteina (Tabelul 3.2). Dinamica activitatii PAL a determinat
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 9,59 U/mg proteina si, respectiv, 9,14 U/mg
proteind) si apoi diminueaza si al doilea grup cu PR64LE20 R si LG-5542 R in cazul cérora
activitatea creste pana la a 21-a zi (valoarea maxima de 15,87 U/mg proteina si respectiv 11,07
U/mg proteind) dupa care descreste (Figura 3.6 A-D, Tabelul 3.2). 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 (de la 11,39 U/mg proteina la 6,16
U/mg proteind) (Figura 3.6 A, Tabelul 3.2). La LG-5525 S activitatea enzimei a sporit de la 18
zile, mentinandu-se aproximativ la un nivel constant la trei etape de vegetatie, urmat putin de
sporirea pana la 10,52 U/mg proteina (Figura 3.6 B, Tabelul 3.2) [9].

In aspect comparativ al dinamicii activitatii enzimei PAL, genotipul Favorit R a
manifestat un profil diferit dintre formele martor si cele cultivate pe fondal de infestare (Tabelul
3.2, Figura 3.6 A). Activitatea enzimei PAL la formele martor a prezentat valori oscilatorii care

cresc, apoi descresc la diferite etape de cultivare.
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Tabelul 3.2. Activitatea enzimei PAL (U/mg proteina) la floarea-soarelui

é J Etape de Martor Cultivat pe fondal de infestare
&= Cu('zti'};a)re % s oV Z s oV et P
18 2,99 0,16 5,29 2,07 0,29 14,00 4,837 0,0084*
o 21 6,36 0,22 3,52 4,59 0,04 0,90 13,450 | 0,0002*
§ 35 5,67 0,34 5,94 7,82 0,26 3,26 8,849 0,0009*
& 53 9,59 0,27 2,78 8,44 0,05 0,61 7,305 0,0019*
67 6,95 0,04 0,62 7,16 0,08 1,17 3,884 0,0178*
o 18 1,64 0,01 0,57 2,70 0,08 2,83 23,937 | 0,0001*
< 21 6,39 0,01 0,20 2,82 0,02 0,56 310,80 | 0,0001*
S 35 6,46 0,28 4,27 6,35 0,07 1,15 0,715 0,5136”
9 53 9,14 0,10 1,04 5,30 0,09 1,60 52,265 | 0,0001*
67 6,90 0,05 0,74 5,61 0,10 1,78 19,992 | 0,0001*
o 18 5,83 0,18 3,09 1,71 0,09 5,02 35,718 | 0,0001*
S 21 15,87 0,12 0,78 13,42 0,20 1,49 17,981 | 0,0001*
é 35 7,03 0,05 0,78 4,87 0,03 0,55 61,643 | 0,0001*
© 53 6,46 0,12 1,80 4,82 0,14 2,88 15,621 | 0,0001*
& 67 1,67 0,05 2,73 5,52 0,07 1,18 83,712 | 0,0001*
o 18 7,30 0,10 1,30 491 0,09 1,83 31,686 | 0,0001*
o 21 11,07 0,12 1,05 8,44 0,15 1,73 24,414 | 0,0001*
8 35 5,33 0,18 3,34 7,56 0,28 3,70 11,643 | 0,0003*
9 53 5,20 0,11 2,13 5,81 0,11 1,88 6,803 0,0024*
67 8,30 0,15 1,86 6,57 0,12 1,86 15,184 | 0,0001*
" 18 2,76 0,12 4,32 2,74 0,03 1,19 0,164 0,8780"
5 21 11,39 0,15 1,29 7,19 0,08 1,11 43,463 | 0,0001*
% 35 11,16 0,24 2,12 7,21 0,09 1,28 26,904 | 0,0001*
5 53 6,17 0,04 0,68 6,92 0,09 1,25 13,491 | 0,0002*
- 67 6,55 0,08 1,24 9,44 0,12 1,28 34,412 | 0,0001*
v 18 2,18 0,14 6,28 5,30 0,13 2,45 28,777 | 0,0001*
9 21 8,66 0,22 2,57 13,04 0,19 1,42 26,102 | 0,0001*
] 35 8,88 0,01 0,15 4,96 0,10 1,93 70,010 | 0,0001*
9 53 7,92 0,58 7,31 9,96 0,16 1,61 5,894 0,0041*
67 10,52 0,14 1,37 5,22 0,06 1,17 58,670 | 0,0001*

Nota: X - media a trei repetitii biologice; S - deviatia standard a grupului; CV — coeficientul de variatie;
diferentele in activitatea enzimelor sunt remarcate cu ajutorul t test, unde "p >0,05, *p<0,05.

Cu toate ca genotipul Favorit R supus stresului a relevat valori mai diminuate ale
activitatii enzimei fatd de probele martor la etapele de 18 si 21 de zile cu 31% (p=84*10") si,
respectiv, 28% (p=2*10"), dupa 35 de zile, activitatea enzimatica sporeste semnificativ cu 38%
(7,82 U/mg proteina, p=9*10'4) fatd de martor, ceea ce corespunde cu acumularea intensa a
ligninei in sectiuni (Figura 3.3 si 3.6 A, Tabelul 3.2) [8].

Genotipul LC-1093A R s-a conturat prin profil biochimic opus dintre forma martor si cea
expusd stresului (Figura 3.6 B, Tabelul 3.2), iar genotipurile PR64LE20 R si LG-5542 R au

manifestat profiluri biochimice asemdnatore intre formele martor si cele cultivate in sol infestat,

61




cu unele mici deviatii (Tabelul 3.2, Figura 3.6 C, D). Astfel, la genotipul LC-1093A R activitatea

enzimei PAL a atins valori mai mari la formele cultivate pe fondal de infestare doar la etapa de

18 zile cu 65% (p=1*10"*) (Figura 3.6 B), in celelalte cazuri valorile au fost mai diminuate fata

de martor pe toata perioada experimentald. Se remarca activitatea enzimei la etapa de 35 de zile

cu valori aproximativ egale dintre martor/cultivat pe fondal de infestare (6,46 / 6,35 U/mg

proteind, p=0,514, valori nesemnificative statistic).
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Fig. 3.6. 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.
B Cultivat pe fondal de infestare B Infestat

O Martor

Activitatea enzimei PAL investigata la genotipul PR64LE20 R se modifica repetand

tendinta martorului doar cu valori mai mici la forma cultivata pe fondal de infestare la primele

patru faze de cultivare (Figura 3.6 C). Diferenta maxima dintre martor/experiment a fost

inregistrata la 18 zile de cultivare cu 71% (p=1*10'4), care se stabilizeaza in jur de 32% pentru

celelalte trei etape, iar la ultima etapa de 67 de zile, activitatea enzimei sporeste de 3,3 ori

(p=1*10") fata de martor, ceea ce coreleaza cu continutul de lignina din sectiuni [8].
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Profilul biochimic al genotipului LG-5542 R s-a caracterizat, de asemenea, prin valori mai
sporite la formele martor cu exceptia a douad etape la care activitatea enzimei sporeste cu 42% la
etapa de 35 de zile (p=3*10") si cu 12% la etapa de 53 de zile (p=24*10"*) (Figura 3.6 D).

Penetrarea tesuturilor radiculare de catre patogen a radacinilor genotipurilor sensibile a
conditionat declansarea unei reactii de raspuns, exprimata prin modificarea diferita a activitatii
enzimei PAL. Astfel, la genotipul Performer S activitatea PAL a sporit doar la ultimele etape de
dezvoltare a membrilor pato-sistemului ce coincide cu dezvoltarea lastarilor subterani si aerieni.
Valorile functionalitatii enzimei au crescut cu 12% (p=2*10") si 44% (p=1*10") la ultimele
doua etape (Figura 3.6 E, Tabelul 3.2). Aceste rezultate coreleaza perfect cu nivelul de
acumulare suplimentara a ligninei in sectiunile radiculare (Figura 3.3) si confirma activarea
actiunilor defensive in urma invaziei patogenului fiind atribuite mecanismelor post-haustoriale
de rezistenta [8].

Infestarea celui de-al doilea genotip LG-5525 S a determinat majorarea activitatii enzimei
PAL la etapa de formare a primelor atasamente si de dezvoltare a lastarilor subterani de 2,4 ori
(p=1*10"), 1,5 ori (p=1*10") si, respectiv, 1,3 ori (p=41*10") (Figura 3.6 F, Tabelul 3.2).
Totusi aceste rezultate nu coreleazd cu rezultatele histochimice, acest genotip nu a prezentat
acumularea suplimentara a ligninei, chiar dacd enzima a fost activa pe jumatate din perioada de
co-dezvoltare a ambilor membri ai patosistemului si poate fi explicat prin faptul ca, enzima cheie
este implicata in activitatea mai multor cai metabolice cum ar fi biosinteza antocianilor,
flavanoidelor, fitoalexinelor etc.

Generalizand rezultatele privind activitatea enzimei fenilalanin amonia-liazei la
genotipurile rezistente si sensibile la infestarea 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 conectarea acestuia la vasele

conducatoare a gazdei [8].

3.3.2. Activitatea enzimaticd a superoxid dismutazei

Celulele vii supuse stresului in momentul interactiunii cu parazitul, produc si acumuleaza
SRO printre care superoxidul (Oy), care reprezinta cel mai agresiv radical. O, este dismutat de
catre enzimele grupului 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
reprezinta o reactie de aparare care asigura diminuarea cresterii si dezvoltarii agresorului [109,
191]. Astfel de raspunsuri defensive, au fost identificate la infectia cu virusuri, ciuperci, plante

parazite, nematode etc.
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In ansamblu, activitatea enzimelor SOD,in majoritatea cazurilor, atat la plantele cultivate
in lipsa infestdrii, cat si la cele supuse stresului a prezentat o tendintd de diminuare pana la
etapele de 21-35 de zile, urmata de cresterea acesteia pana la fazele finale ale cultivarii (Figura
3.7; Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Activitatea enzimei SOD (U/mg proteini) la floarea-soarelui

5 Etape de Martor Cultivat pe fondal de infestare
= .
&= C“('Zti';gre = s cv = s cvy | twst) P
18 10,74 0,67 6,22 6,25 0,93 14,81 6,814 | 0,0024*
o 21 16,65 0,67 4,00 2,49 0,72 29,04 24,925 | 0,0001*
§ 35 12,27 0,07 0,53 9,05 0,25 2,80 21,281 | 0,0001*
& 53 24,75 0,36 1,44 24,54 0,48 1,96 0,5976 | 0,5823"
67 44,93 0,82 1,82 69,97 0,53 0,75 44,564 | 0,0001*
x 18 8,74 0,41 4,69 31,10 1,60 5,15 23,424 | 0,0001*
< 21 16,82 0,89 5,26 17,87 1,30 7,26 1,157 | 0,3116"
S 35 3,00 0,08 2,62 8,50 0,23 2,68 39,529 | 0,0001*
O 53 56,89 0,62 1,09 78,17 0,86 1,10 34,754 | 0,0001*
- 67 18,06 0,17 0,97 11,42 0,13 1,15 52,540 | 0,0001*
o 18 12,92 1,48 11,49 10,62 0,75 7,06 2,399 | 0,0744"
S 21 28,84 1,70 5,88 8,46 0,79 9,32 18,875 | 0,0001*
"';j 35 5,67 0,23 3,97 17,42 0,36 2,07 47,855 | 0,0001*
L 53 25,90 0,70 2,70 26,09 0,27 1,02 0,445 | 0,6796"
& 67 28,15 0,27 0,96 34,23 0,31 0,89 25,873 | 0,0001*
o 18 9,19 0,89 9,69 5,69 1,05 18,52 4,393 | 0,0118*
o 21 3,95 0,45 11,46 4,81 0,36 7,51 2,563 | 0,0624"
8 35 7,29 0,10 1,31 2,40 0,09 3,67 65,335 | 0,0001*
9 53 19,39 0,35 1,82 43,68 0,57 1,31 62,463 | 0,0001*
67 34,2 0,28 0,83 19,67 1,21 6,15 20,261 | 0,0001*
" 18 15,28 0,78 5,13 26,58 1,63 6,12 10,836 | 0,0004*
5 21 7,22 0,40 5,59 9,61 0,87 9,09 4,308 | 0,0126*
% 35 3,65 0,17 4,55 4,59 0,14 3,03 7,531 | 0,0017*
E 53 15,27 0,37 2,44 17,79 0,14 0,81 10,936 | 0,0004*
67 22,14 0,22 1,00 33,28 0,35 1,06 46,525 | 0,0001*
18 8,97 0,83 9,25 22,81 0,62 2,70 23,209 | 0,0001*
§ 21 3,08 0,88 28,64 3,12 0,39 12,39 0,076 | 0,9434"
e 35 5,07 0,14 2,76 9,30 0,19 2,03 31,213 | 0,0001*
9 53 33,01 0,50 1,51 47,56 0,40 0,84 39,410 | 0,0001*
67 26,20 0,21 0,80 40,01 0,82 2,05 28,193 | 0,0001*

Nota: x - media a trei repetitii biologice; S - deviatia standard a grupului; CV — coeficientul de variatie;
diferentele in activitatea enzimelor sunt remarcate cu ajutorul t test, unde "p >0,05, *p<0,05.

Activitatea enzimelor SOD estimata in dinamica, la diferite genotipuri de floarea-soarelui
cultivate in substrat neinfestat cu lupoaie a demonstrat valori cuprinse in limitele 3,00 — 56,89
U/mg proteind, iar la cele supuse infestarii artificiale cu O. cumana de la 2,40 pana la 78,17
U/mg proteind (Tabelul 3.3).
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Analiza activitdtii SOD la formele cultivate in lipsa infestarii a pus in evidenta profile
biochimice diferite, caracterizate prin alternarea unor diminuari $i sporiri a activitatii enzimatice
pentru toate genotipurile luate in studiu (Figura 3.7). Astfel, dinamica activitatii SOD la Favorit
R, LG-5542 R si Performer S au manifestat valori cuprinse intre 9,19-15,28 U/mg proteina la
prima etapd de analizd care pand la finele etapei descresc si apoi cresc cuprinzand valori de
22,14-44.93 U/mg proteind (Figura 3.7 A, D, E). Celelalte genotipuri LC-1093A R, PR64LE20
R si LG-5525 S s-au caracterizat prin alternarea valorilor parametrului analizat prin diminuari si

sporiri de activitate enzimatica (Figura 3.7 B, C, F)
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Fig. 3.7. 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.

O Martor B Cultivat pe fondal de infestare B Infestat

In caz particular, activitatea enzimatici estimati in dinamicd la genotipul Favorit R
cultivat pe fondal de infestare a evidentiat valori crescute fata de martor cu 55,7% (p=1*10"%)
doar la ultima epata de analiza (67 de zile) (Figura 3.7 A).

Cultivarea genotipului LC-1093A R 1in sol infestat cu seminte de lupoaie a determinat

sporirea activitatii SOD de la prima etapa pand la etapa de 53 de zile, cu valori crescute
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semnificativ de 3,6 ori (18 zile, p=1*10) si de 2,8 ori (35 de zile, p=1*10*) fatd de martor
(Figura 3.7 B).

Reactia de aparare determinatd de modificarea activititii SOD a fost identificatd si la
genotipul PR64LE20 R incepand cu etapa de 35 de zile de la cultivare. Astfel, activitatea
enzimelor a crescut semnificativ de 3,1 ori (p:1*10'4) fata de martor (Figura 3.7 C).

Reactia de apdrare determinatd de modificarea activitatii SOD a fost identificatd si la
genotipul PR64LE20 R incepand cu etapa de 35 de zile de la cultivare. Astfel, activitatea
enzimelor a crescut semnificativ de 3,1 ori (p=1*10"") fata de martor (Figura 3.7 C).

Genotipul LG-5542 R cultivat pe fondal de infestare a prezentat un tablou diferit fata de
genotipurile rezistente descrise anterior, prin alternarea valorilor activitatii SOD spre diminuare
si apoi sporire pe parcursul perioadei de cultivare. Totusi, la etapa de 53 de zile s-au inregistrat
valori sporite ale activitatii enzimelor de 2,3 ori (p=1*10") comparativ cu martorul (Figura 3.7
D).

Comparand rezultatele obtinute pentru cele patru genotipuri rezistente, profilul activitatii
enzimelor SOD a fost similar la douad genotipuri — Favorit R si PR64LE20 R atat la formele
martor cat si la cele cultivate in sol infestat, doar ca au existat diferente cantitative (Figura 3.7 A,
C). Celelalte doud genotipuri rezistente — LC-1093A R si LG-5542 R, au prezentat si ele aspecte
comune ale influentei cultivarii in substrat contaminat cu seminte de lupoaie la nivel de activitate
enzimaticd. Astfel, specific pentru aceste doua genotipuri, valoarea maxima a parametrului
studiat s-a inregistrat la etapa de 53 de zile de la cultivare (Figura 3.7 B, D).

Activitatea SOD la genotipurile sensibile de floarea-soarelui a fost influentatd de
infestarea cu O. cumana, prezentand o dinamica similara. La ambele patosisteme, activitatea
SOD raportata in radacinile de floarea-soarelui a inregistrat valori continuu mai mari comparativ
cu martorul pe toata perioada de cultivare, fiind cea mai inalta de 1,7 ori (p=4*10"") si de 2,5 ori
(p=1*104) la etapa de formare a primelor atasamente (18 zile) (Figura 3.7 E, F). In acest
moment, are loc formarea legaturii fizice dintre gazda si patogen si comunicarea chimica directa
a ambilor membri ai patosistemului. Aceasta faza, corespunde cu formarea primelor atasamente,
unde are loc manifestarea mecanismelor defensive post-atasament. In decursul perioadei de 21 si
35 de zile se dezvolta haustoriu ce implica activarea mecanismelor defensive post-haustoriale
care nu s-au caracterizat prin valori sporite ale activitatii SOD. Insa, cea mai mare activitate a
enzimelor a fost stabilita la etapa de formare a lastarilor, atunci cand plantele se epuizeaza pe
contul substantelor nutritive pierdute. Astfel, genotipul Performer S infestat a cuprins valoarea

activitatii SOD de 1,5 ori (p=1*10) mai mare fatd de martor in momentul dezvoltarii lastarilor
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aerieni, iar genotipul LG-5525 S cu valori de 1,4 ori si 1,5 ori (p=1*10") mai crescute fati de
martor la etapa de dezvoltare a lastarilor subterani si respectiv cei aerieni (Figura 3.7 E, F) [14]

In aspect comparativ, dintre genotipurile rezistente si cele sensibile al dinamicii activitatii
enzimatice a grupului SOD, se remarca faptul ca, genotipul Performer S infestat prezinta cea mai
mare activitate enzimatica la etapa de formare a lastarilor aerieni (67 de zile) similar
genotipurilor rezistente Favorit R si PR64LE20 R (Figura 3.7 A, C, E), insa genotipul sensibil
LG-5525 S infestat a manifestat valoarea maxima la etapa de dezvoltare a lastarilor subterani (53
de zile) si se grupeaza cu genotipurile rezistente LC-1093A R si LG5542 R cultivate pe fondal
de infestare (Figura 3.7 B, D, F). [14]

Studiul de fatd a demonstrat ca activitatea SOD a fost stimulatd in mod semnificativ la
unele etape de co-cultivare cu patogenul a plantelor rezistente de floarea-soarelui. Eventual, in
alte studii activitatea SOD a fost la un nivel superior fata de martor la hibridul rezistent Pionner
4223 — cultivat in decursul a noua zile dupa inoculare cu seminte germinate de lupoaie [75].

Pe de alta parte in cadrul celor doua patosisteme din studiul nostru, activitatea enzimelor
a manifestat tendintd similarad cu unele mici devieri si valori mult mai sporite fatd de martori. lar
in cercetari anterioare, la doua patosisteme rezultatele au fost contradictorii, prin sporirea
activitatii la hibridul Isera si reducerea la Sanay. Aceste rezultate se datoreaza gradului diferit de

sensibilitate a genotipurilor fata de lupoaie [75].

3.3.3. 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 peroxidazei (APX — EC, 1.11.1.11), care catalizeaza conversia H,O, in H,O si
O,, folosind ascorbatul ca un donor de electroni [59].

Activitatea APX la genotipurile de floarea-soarelui cultivate in lipsa infestarii a
inregistrat valori cuprinse intre 0,62-65,67 U/mg proteina, iar la cele expuse la stresul biotic,
rezultate de la 0,49 pana la 50,37 U/mg proteina (Tabelul 3.4). Se remarca genotipul LG-5542 R
care cultivat in substrat neinfestat a manifestat o activitate APX mai mare fatd de cele expuse la
stres, inregistrand cea mai mare valoare la etapa de 35 de zile - 18,59 U/mg proteina (Tabelul
3.4, Figura 3.8 D.).

In aspect al dinamicii functionalititii enzimelor ascorbat peroxidazei, trei genotipuri
(Favorit R, LC-1093A R si Performer S) au fost asemanatoare dupa profilul biochimic,
caracterizat prin valori sporite esential doar la etapa de 53 de zile in raport cu celelalte etape de

analiza. Genotipurile PR64LE20 R, LG-5542 R si LG5525 S s-au evidentiat printr-o dinamica

67



alternantd a activitatii enzimei APX atat la formele martor, cat si la cele supuse stresului biotic

(Figura 3.8).

Tabelul 3.4. Activitatea enzimei APX (U/mg proteina) la floarea-soarelui

- Etape de Martor Cultivat pe fondal de infestare
&= C“('Zti'}gre = S cv e S cy | ttst P
18 1,34 0,20 14,87 3,06 0,62 20,21 4,588 | 0,0101*
@ 21 0,67 0,12 18,07 5,05 0,29 5,80 23,998 | 0,0001*
§ 35 5,06 0,80 15,84 8,79 1,07 12,28 4,756 | 0,0089*
& 53 8,75 1,94 22,19 37,34 4,69 12,56 9,753 | 0,0006*
67 7,94 0,99 12,50 19,11 0,49 2,56 17,482 | 0,0001*
o 18 0,62 0,11 17,80 4,19 0,22 5,26 25,049 | 0,0001*
< 21 12,05 0,54 4,45 10,40 0,37 3,52 4,405 | 0,0116*
S 35 4,53 1,03 22,78 0,49 0,11 23,27 6,750 | 0,0025*
Q 53 17,07 1,96 11,46 50,37 8,91 17,70 6,320 | 0,0032*
67 0 0 0 0 0 0 0 0
@ 18 2,60 0,30 11,63 6,05 1,58 26,16 3,714 | 0,0206*
S 21 5,95 0,66 11,11 15,49 2,58 16,67 6,198 | 0,0035*
é 35 1,50 0,20 13,07 3,58 0,36 10,00 8,823 | 0,0009*
& 53 13,87 0,89 6,43 1,65 0,27 16,37 | 22,725 | 0,0001*
. 67 6,90 1,15 16,67 17,28 0,71 4,13 13,270 | 0,0002*
18 3,62 0,71 19,52 2,49 0,34 13,48 2,490 | 0,0675"
g 21 16,05 0,40 2,52 6,78 0,33 4,88 30,727 | 0,0001*
8 35 18,59 1,18 6,36 1,19 0,18 15,06 | 25,235 | 0,0001*
9 53 15,26 0,87 571 2,59 0,86 33,33 17,889 | 0,0001*
67 14,46 2,39 16,50 2,11 0,42 20,00 8,830 | 0,0009*
" 18 8,11 1,28 15,79 13,23 1,96 14,78 3,795 | 0,0192*
5 21 5,66 0,60 10,59 7,44 0,41 5,56 4,251 | 0,0132*
g 35 3,69 0,93 25,32 3,78 0,90 23,90 0,132 | 0,9017"
E 53 28,43 0,79 2,77 45,29 1,52 3,35 17,108 | 0,0001*
67 6,26 0,82 13,10 8,71 0,48 5,52 4,481 | 0,0110*
18 1,87 0,29 15,39 8,20 0,47 5,73 19,910 | 0,0001*
g 21 17,40 1,03 5,93 33,80 2,93 8,66 9,159 | 0,0008*
] 35 4,47 0,66 14,79 2,93 0,65 22,22 2,876 | 0,0457*
Q 53 65,67 6,32 9,62 8,10 0,55 6,74 15,727 | 0,0001*
67 9,50 1,28 13,48 4,57 0,72 15,80 5,809 | 0,0044*

Nota: X - media a trei repetitii biologice; S - deviatia standard a grupului; CV — coeficientul de variatie;
diferentele in activitatea enzimelor sunt remarcate cu ajutorul t test, unde "p >0,05, *p<0,05.

Activitatea ascorbat peroxidazelor la toate genotipurile cultivate pe sol neinfestat s-a
caracterizat prin valori ce alterneaza pe toata perioada experimentala. Astfel, la toate genotipurile
analizate cu exceptia LG-5545 R, activitatea APX s-a modificat pe parcursul perioadei
ontogenetice prin sporirea sau diminuarea valorilor parametrului analizat. De mentionat faptul,
ca cele cinci genotipuri au prezentat cele mai mari valori ale activitatii APX la etapa de 53 de
zile de la cultivare cu valori de 8,75 U/mg proteind la Favorit R, 17,07 U/mg proteind la LC-
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1093A R, 13,87 U/mg proteind la PR64LE20 R, 28,43 U/mg proteind la Performer S si 65,67
U/mg proteina la LG-5525 S. Se remarca genotipurile sensibile cu activitate mai mare fata de cele
rezistente (Figura 3.8 A, B, C, E, F). Genotipul LG-5545 R cultivat in sol neinfestat a relevat
sporirea activitatii de la 3,62 U/mg proteind la prima etapa de analizd pana la 16,05 U/mg
proteina la etapa urmatoare, care ulterioar, s-a mentinut cu mici devieri in limitele valorilor de la

14,46-18,59 U/mg proteina pe toata perioada de cultivare (Figura 3.8 D).
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Fig. 3.8. Activitatea ascorbat peroxidazei la diferite genotipuri de floarea-soarelui
A —Favorit R, 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

Insa, cultivarea acestora pe substrat cu seminte de lupoaie a determinat sporirea activitatii
enzimelor APX la trei genotipuri rezistente din patru — Favorit R, LC-1093A R si PR64LE20 R
(Figura 3.8 A-C). La primele doua genotipuri, activitatea APX a atins un maxim de
functionalitate la 53 de zile de 4,3 ori (p=6*10") mai sporit fatd de martor la Favorit R si,
respectiv, de 3,0 ori (p=32*10") la LC-1093A R (Figura 3.8 A, B).

La genotipul PR64LE20 R cultivat pe fondal cu seminte de lupoaie, activitatea APX a
inregistrat o diferentd semnificativa in raport cu martorul la etapa finala de 67 de zile (17,28 /

6,90 U/mg proteind, p=2*10"*) (Figura 3.8 C).
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O particularitate relevanta a fost pusa in evidentd la genotipul rezistent LG-5542 R, care
S-a caracterizat prin inhibitia activitatii APX la formele cultivate in sol cu seminte de lupoaie in
raport cu martorul pe parcursul intregii perioade experimentale (Figura 3.8 D).

Formarea patosistemelor dintre genotipurile sensibile si lupoaie a determinat in ambele
cazuri intensificarea activitatii ascorbat peroxidazei la majoritatea etapelor de dezvoltare.
Infestarea genotipului Performer S a determinat reducerea activitatii enzimelor APX incepand cu
formarea primelor atasamente pana la dezvoltarea tuberculilor, urmata ulterior de sporirea brusca
a functionalitatii acestor proteine la etapa de dezvoltare a lastarilor subterani (Figura 3.8 E). Cea
mai mare valoare a activitatii APX la formele infestate fata de cele neinfestate a fost evidentiata
la etapa de formare a primelor atasamente si a inregistrat o valoare de 1,6 ori mai mare
(p=0,0192).

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") doar la primele etape de atasare a apresorilor la radacinile
gazdei — 18-21 de zile. Ulterior, mai tarziu la 35 si 53 de zile activitatea enzimaticd a fost mai
diminuata fata de martor cu 87,7% (p=1*10") (Figura 3.8 F).

Generalizand datele privind activitatea ascorbat peroxidazei putem conchide ca dinamica
parametrului dat per genotip depinde de particularitatile specifice si se manifesta alternativ prin
deviatii crescande sporadic.

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 la
actiunea patogenului reactia defensiva se manifesta in mod diferit, in cazul celor doua genotipuri

sensibile aceasta fiind insuficienta pentru a reduce invazia si dezvoltarea patogenului.

3.4. Concluzii la capitolul 3

1. Genotipurile Performer S si LG-5525 S, cultivate pe fondal de infestare au manifestat
un atac intens de catre parazit, la toate etapele de dezvoltare ale acestuia, prin formarea
tuberculilor si lastarilor de lupoaie pe radacinile plantelor gazda. Genotipurile rezistente nu au
prezentat semne fenotipice de infestarea prin absenta tuberculilor si lastarilor fixati pe radacinile
de floarea-soarelui cultivata pe fondal de infestare.

2. S-a stabilit fortificarea peretilor celulari prin depuneri aditionale de lignina si caloza la
trei genotipuri rezistente si unul sensibil. Este de remarcat, ca cel mai inalt nivel de acumulare a

compusului printre genotipurile rezistente a fost atestata la genotipul Favorit R la etapa de 67 de
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zile de la cultivare., iar printre genotipurile sensibile s-a remarcat Performer S cu un nivel foarte
inalt de depozitare a ligninei.

3. La unele sisteme incompatibile (Favorit R — O. cumana, LC-1093A R — O. cumana) se
activeaza semnificativ calea de biosinteza si de acumulare a calozei. La plantele din sistemul
compatibil Performer S — O. cumana, gs-a inregistrat un grad inalt de acumulare a calozei in
momentul dezvoltarii lastarilor, insd planta atacatd nu mai reuseste sd opuna rezistenta fatd de
invazia patogenului.

4. Profilul biochimic privind activitatea enzimei fenilalanin amonia-liazei la genotipurile
rezistente si sensibile cultivate in sol cu O. cumana a demonstrat sporirea activitatii PAL la toate
genotipurile luate in studiu, doar cd la diferite etape ontogenetice. Totusi, este de remarcat ca
activitatea PAL la anumite etape a corelat cu acumulare suplimentara de lignina numai la trei
genotipuri, doua rezistente - Favorit R si PR64LE20 R si unul sensibil - Performer S.

5. Activitatea enzimelor SOD atat la plantele martor, cat si la cele supuse stresului au
prezentat o tendinta de diminuare a activitatii pana la etapele de 21-35 de zile, ulterior urmata de
cresterea acesteia pana la fazele finale ale cultivarii. Genotipurile rezistente cultivate pe fondal
de infestare s-au caracterizat prin sporirea activitatii enzimelor SOD la ultimele etape de
dezvoltare, iar la genotipurile sensibile, starea de alarma prin activitatea crescuta a enzimei fata
de martor s-a mentinut pe toata perioada de dezvoltare a patosistemului.

6. Evaluarea raspunsului defensiv prin estimarea dinamicii temporale al activitatii
enzimei ascorbat peroxidazei in cazul sistemelor de compatibilitate si incompatibilitate a permis
evidentierea unei tendinte de activitate variata, care s-a manifestat prin deviatii alternative in
functie de genotip. Astfel, s-a remarcat genotipurile Favorit R, PR64LE20 R si Performer S la
care activitatea enzimei APX a fost mai mare fata de martor pe toata perioada de co-cultivare cu
patogen. De asemenea, s-a evidentia genotipul LG-5542 R, care a manifestat activitate a enzimei

mai mica in raport cu martorul pe toata perioada de analiza.
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4. ASPECTE MOLECULARE ALE RELATIEI
Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr.

Rezistenta plantelor impotriva patogenilor reprezinta un complex de mecanisme si
interactiuni cum ar fi: sistemul gena-pentru-gena, raspunsul hipersensibil, rezistenta sistemica
dobandita etc. Mai mult decat atat, studiile genetice sugereaza ca rezistenta la lupoaie a culturii
de floarea-soarelui este determinata de mecanisme poligenice cantitative si calitative [158, 226].
In acest sens un progres in cunoasterea modificarilor expresiei genelor la infestarea cu plantele
parazitate a fost initiatd de Westwood si colab. (1998), care a demonstrat activarea specifica a
promotorului genei HMGR de tomate in raspunsul de aparare a tutunului la atacul O. aegyptiaca
[298]. Mai recent, Vieira Dos Santos si colab. (2003a) au studiat expresia genelor posibil
implicate in raspunsul defensiv la Arabidopsis thaliana infestat cu O. ramosa [287]. Ulterior,
Letousey si colab. (2007), au estimat pattern-ele de transcriptic a 15 gene implicate in
mecanismele de rezistenta ale plantelor de floarea-soarelui la infestarea cu lupoaie. Toate genele
identificate in aceste studii au reliefat expresia tranzitorie care a avut loc, in mod surprinzator, in
cele mai multe cazuri Incd din primele ore de interactiune, atingand cota maxima peste 2-3 Ore,
pana la penetrarea radacinii gazdei de catre apresorul agresorului [166]. Aceste gene fac parte
din diferite cai metabolice cum ar fi: transducerea semnalelor, sinteza proteinelor asociate
patogeneza, detoxifierea In urma stresului oxidativ, calea metabolicd a acidului jasmonic si
salicilic, reorganizarea peretelui celular etc.

In vederea elucidarii unor aspecte ale riaspunsului defensiv, a fost studiati activitatea
transcriptionald a 14 gene implicate in cdile de sinteza a ligninei, calozei si enzimelor PAL, SOD
st APX, iar in urma analizelor histochimice si biochimice a patru genotipuri rezistente si a doua
sensibile, au fost selectate doar trei genotipuri pentru analizele moleculare ulterioare. Astfel, s-a
remarcat genotipul rezistent Favorit care a manifestat mecanisme de rezistentd de la etapa de 35
de zile (acumulare de lignina si calozd, activitate sporitd a enzimei PAL). De asemenea,
genotipul rezistent PR64LE20 s-a caracterizat prin acelasi raspuns doar ca la ultima etapa de 67
de zile. Dintre genotipurile sensibile a fost selectat Performer, care a inregistrat acumulari de

lignina si caloza.

4.1. Analiza profilului de expresie al genelor din calea metabolica a ligninei
Lignificarea observata in sectiunile transversale ale radacinilor si activitatea enzimatica a
proteinei PAL a condus la studiul expresiei genelor implicate in calea de biosinteza a acestui

compus. Astfel, in baza informatiilor din portalul NCBI si instrumentelor bioinformatice
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disponibile au fost selectate 14 gene si EST-uri ale diferitor cai metabolice cu grad inalt de
omologie cu genele care participa in raspunsul la stresul biotic al diferitor specii de plante.

Activitatea transcriptionald a genelor implicate in metabolismul fenilalaninei a fost
studiata la plantele de Arabidopsis infestate cu O. ramosa, prezentand in cele mai multe cazuri o
expresie tranzitorie in primele ore de interactiune [287], precum si la plantele de tutun parazitate
de O. aegyptiaca [298]. La Arabidopsis, au fost identificate patru gene care codifica biosinteza
enzimei PAL, doua (AtPALL si AtPAL2) dintre care au manifestat activitate indusa de actiunea
nefavorabila a factorilor de mediu [234], in timp ce la cartof si tomate s-a constatat o familie
multigenica cu expresie spatial si temporal diferentiatd, care determind sinteza unei familii de
proteine [61]. Reglarea diferentiata a expresiei genelor PAL este descrisa si la Populus spp., fiind
demonstrat ca PtPALL este activa in celulele tulpinilor, frunzelor si radacinilor nelignificate,
acumulandu-se tanine, Tn timp ce transcrierea PtPAL2 este indusa in tesuturile lignificate si cele
cu continut scazut de compusi fenolici [149].

La floarea-soarelui pana in prezent a fost descrisd o singura gend PAL, care analizata
concomitent cu gena cinamat 4-hidroxilaza (C4H), pe fondal de infestare cu O. cumana in vitro,
a pus in evidentd un efect de supraexpresie atat la genotipul rezistent, cat si la cel sensibil [166].
De asemenea, pentru studiul de fatd au mai fost selectate doud gene din aceastd cale: 4-
coumarate-CoA ligaza (4CL1) si acidul ferulic 5-hidroxilaza 1 (FAH1).

Cu toate ca fortificarea peretilor celulari reprezintd un mecanism de rezistenta post-
atasament, nivelul de expresie al genelor implicate in calea metabolica a ligninei a subliniat
caracteristici specifice si comune, in functie de natura geneticd a genotipurilor in momentul co-
cultivarii plantelor de floarea-soarelui cu lupoaie. Astfel, studiul histochimic al tesutului
radicular, activitatea enzimei PAL si a genelor PAL, C4H, 4CL1, FAH1, contureazd nivelul de
fortificare a peretilor celulari prin depunerile de lignina sub actiunea stresului biotic.

In studiul de fata, activitatea transcriptionali a genelor implicate in calea de biosintezi a
ligninei a prezentat valori ale expresiei relative cuprinse intre 0,001-3,117 un. c. pentru gena
PAL, 0,003-1,267 un. c. pentru gena C4H si 0,003-0,444 un. c. pentru gena FAHL1. Pentru gena
4CL1 valorile au fost cuprinse intr-un diapazon foarte vast de la 0,04 pana la 330,4 un. C.
(Tabelul 4.1).

Analiza nivelului de expresie a genelor studiate exprimatd in raport exp./martor la
genotipul Favorit R supus cultivarii in substrat infestat a prezentat un tablou variat al activitatii
transcriptionale. Astfel, se remarca doud gene 4CL1 si FAHL care pe parcursul perioadei de

cultivare si-au modificat esential expresia (Figura 4.1).
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Tabelul 4.1. Activitatea transcriptionala a genelor implicate in metabolismul ligninei

Etape de Expresia relativa a genelor (un. C.)

By C‘J('Zti';gre PAL C4H 4CL1 FAH1
18 2,10040,087 0,473%0,090 0,140£0,010 0,184+0,041
= 21 0,971+0,133 0,469+0,055 0,048+0,016 0,087+0,006
IS 35 1,057+0,121 0,658+0,114 0,040+0,003 0,220+0,038
x| 2 53 2,883+0,176 1,049+0,182 0,083+0,004 0,169+0,022
2 67 0,074+0,006 0,251%0,045 1,362+0,105 0,071%0,013
S e 18 2,733+0,321 0,362+0,113 0,0430,011 0,163£0,011
Lilegel 21 1,633+0,076 0,450+0,132 0,042+0,005 0,444+0,051
=283 3 0,875+0,097 0,630+0,027 0,073+0,008 0,073+0,023
385 58 3,117+0,104 0,612+0,085 0,227+0,041 0,112+0,037
67 0,135+0,042 0,169+0,040 0,595+0,013 0,094+0,013
18 1,917+0,126 1,267+0,161 1,1030,046 0,179+0,012
= 21 0,003+0,001 0,064+0,007 0,35840,025 0,005+0,001
£ 35 0,367+0,048 0,488+0,047 0,485+0,012 0,198+0,018
=l = 53 0,7010,092 1,213+0,081 0,656+0,035 0,187+0,030
N 67 0,014+0,004 0,145+0,004 13,087+0,422 0,122+0,017
3 (o 18 1,8000,100 0,467+0,133 0,51620,007 0,217+0,018
xSl 2l 0,001%0,000 0,0030,001 0,379+0,026 0,003+0,002
283 35 0,245+0,068 0,647+0,085 0,283+0,025 0,105+0,013
3S8E 53 1,117+0,126 0,463+0,056 0,599+0,122 0,177+0,018
67 0,051£0,011 0,190+0,018 2,458+0,237 0,062+0,008
18 2,483%0,076 0,508+0,180 0,36120,024 0,2762£0,053
= 21 0,558+0,064 0,539+0,113 0,285+0,027 0,14120,017
£ 35 0,626+0,115 1,038+0,074 0,411+0,014 0,142+0,008
21 = 53 0,615+0,073 0,438+0,016 0,271%0,043 0,068+0,002
£ 67 0,006+0,001 0,185+0,047 | 330,400£19,650 | 0,062+0,007
S 18 1,680+0,147 0,497+0,088 0,381%0,009 0,361%0,049
g 5 21 0,871+0,100 0,365+0,009 0,400+0,023 0,25620,041
2 35 0,928+0,053 1,183+0,076 0,774+0,102 0,310+0,012
< 53 1,533+0,225 0,911%0,069 0,722+0,036 0,327+0,026
67 0,543%0,045 0,366+0,011 4,250+0,477 0,079+0,008

Valorile prezentate X + S (mediatdeviatia standard a esantionului);

dupd formula ACt.

Transcriptul 4CL1 initial a fost subexpresat de 3,3 ori fata de martor, ulterior si-a sporit
activitatea prin supraexpresie de 1,8 ori si, respectiv, 2,7 ori fata de martor, dupa 35 si 53 de zile
de cultivare, iar la 67 de zile sa scada brusc in subexpresie de 2,3 ori (Figura 4.1). Gena FAH1 a
manifestat si ea doud extreme 1n activitatea sa, prin supraexpresie la 21 de zile de 5,1 ori si

subexpresie la 35 zile de 3 ori fatd de martor. Continutul de ARNm al genelor PAL si C4H 1si

valoarea expresiei relative calculata

mentin activitate in limita martorului cu unele abateri nesemnificative (Figura 4.1) [8].
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Fig. 4.1. Expresia relativa a genelor: PAL, C4H, 4CL1, FAH1 (fold change) la genotipul
Favorit R
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

Activitatea transcriptionala a genelor metabolismului ligninei la genotipul PR64LE20 R a
fost diferita fatd de primul genotip. Astfel, gena PAL a manifestat activitate variata fata de
celelalte gene (subexpresie de 2,7 ori la 21 de zile si apoi supraexpresie de 3,7 ori la 67 de zile),
iar genele 4CL1, C4H si FAH1 au prezentat valori cuprinse in limitele martorilor sau subexpresie
(Figura 4.2). Astfel, genele 4CL1 si FAHL1 au inregistrat valori maxime de subexpresie de 5,3 ori
si, respectiv, de 2 ori la etapa de 67 de zile, iar gena C4H de 25,7 ori la etapa 21 de zile (Figura
4.2) [8].

4,5 -
PAL , C4H . 4CL1 . FAH1

1 1 1

€ 1 1 1 mi18

o 31 m xm Bl ! * % * x x VLx m x mx U % mxm=x
1 1 1

S I I I

= 1 1 1 @21
1 1 1

§_ 1 1 1

a- 1 1 1

= ! 0 ! B35

& 1 1 1

% I 1 1

E | : : B153

« 1 1 1

‘7 1 1 1

2 I 1 1

2 1 1 1 67

= 1 1 1 d
1 I 1 e
1 1 ; zile
1-25,7 et 1 -5.3 a1

45

Fig. 4.2. Expresia relativa a genelor: PAL, C4H, 4CL1, FAH1 (fold change) la genotipul
PR64LE20 R

Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.
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Nivelul transcriptilor analizati la momentul formarii primelor atasamente dintre lupoaie si
genotipul Performer S a manifestat valori cuprinse in limitele normei de reactie pentru toate cele
patru gene, cu unele mici exceptii de supraexpresie (Figura 4.3). Totodata, s-a relevat
supraexpresia transcriptionald a trei (PAL, C4H, FAH1) din cele patru gene la etapa de formare a
lastarilor subterani si aerieni cu valori maxime de 85,7 ori pentru PAL. Important de mentionat
faptul ca, gena 4CL1 prezinta o intensificare a raspunsului, insd spre deosebire de PAL, este

determinata de un efect de subexpresie majora de 77,7 ori (Figura 4.3) [8].
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Fig. 4.3. Expresia relativa a genelor: PAL, C4H, 4CL1, FAH1 (fold change) la genotipul
Performer S
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

Datele obtinute indica intensificarea semnificativa a starii de stres, manifestata prin ritmul
mult mai sporit Tn acumularea secventelor transcrise si a continutului de lignind comparativ cu
cel al activitatii enzimei PAL in cadrul patosistemului Performer S — O. cumana activate dupa
formarea conexiunilor haustoriale ce reprezintd mecanisme defensive post-haustoriale. Astfel,
ipoteza despre fortificarea peretilor celulari prin intermediul ligninei ca raspuns al atacul lupoaie
a fost confirmata, atit la nivel molecular cét si biochimic si histochimic, insa la fazele finale ale
dezvoltarii patosistemului (Figura 3.5; 3.8 E; 4.3). Posibil genotipul Performer S nu prezinta
anumite elemente de reglare ale activitdtii metabolismului ligninei de la primele etape de
infestare sau acestea pot fi inhibate de factori exogeni de natura patogena. Totusi, sunt necesare
investigatii suplimentare pentru un studiu deplin al activitatii trascriptionale si biochimice ale
enzimelor respective la floarea-soarelui supusa stresului biotic.

Co-expresia genelor C4H, 4CL1, FAHL si PAL, exprima tendinte similare in functie de

particularitatile genetice ale hibrizilor analizati, puse in evidenta la grupul de analizd PAL
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transcript — proteina. Astfel, dinamica modificarii continutului de transcripti care formeaza
profilul sumar de expresie al genotipului Favorit R ca raspuns la stresul biotic prezinta fluctuatii
de o intensitate aproximativ egala si care tind sa se stabilizeze in limitele normei fiziologice

(Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Analiza comparativa a nivelului de expresie relativa a genelor din calea de
biosintez: a ligninei (R*=1)

Efectele alternante de inducere/represie atat in cadrul manifestarii temporale a unei gene,
cat si al intregului grup demonstreaza modul coordonat de reglare a activitdtii acestora ca
raspuns la stresul celular. Pattern-ele de expresie genica similare dupa intensitate dar opuse dupa
efectul (stimulare/inhibare) indus de factorul stresogen au fost asociate in mai multe investigatii
cu un raspuns celular general in cazul rezistentei nespecifice [58].

O particularitate relevanta caracteristicd genotipurilor studiate atat la plantele neinfestate,
cat si la cele infestate este profilul expresiei modificate al genei PAL si 4CL1 asemanator dupa
intensitate, insd cu raspunsuri diferite. Inducerea sporitd a transcriptiei PAL concomitent cu
represia genei 4CL1 indicd o actiune de reglare biochimica de retro-inhibitie. Co-supresie in
raport cu PAL se observa si la gena C4H cu un efect mai accentuat la PR64LE20 R (Figura 4.4).
Faptul ca produsele de expresie a genelor C4H si 4CL1 se afla in aval de PAL in calea
metabolica a fenilpropanoizilor (Figura 1.2) sugereaza ca reglarea negativa este declansata nu
numai de produsul direct al reactiei catalizate de aceastd enzima dar si de alte entitéti
intermediare rezultate din metabolismul fenilalaninei. Constatérile emise sunt confirmate si de
datele altor cercetdtori, care au determinat prin studii metabolomice ca continutul transcriptilor si
cel al enzimei PAL este reglat prin inhibitie feedback alostericd de acidul trans-cinamic —

produsul reactiei enzimatice si substratul enzimei C4H [44].
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Conform tendintei conturate in activitatea de expresie a genei PAL, se poate constata
capacitatea Tnaltd a genotipului Favorit R de a mentine un echilibru homeostatic al parametrilor
interni (fluctuatii de intensitate mica comparativ egale) pe intreaga perioadd de actiune a
factorului stresogen (Figura 4.5). Modificarile tranzitorii in acumularea transcriptilor corelata
indirect cu cea a produsilor de expresie, demonstreaza reglarea nivelului cantitativ al proteinei
functionale PAL (Figura 3.8 A), astfel incat, sa corespunda starii fiziologice noi, adaptive,
conditionatd de semintele de O. cumana din rizosferd. Mentinerea fluctuatiilor din contul
rezervei functionale si mecanismelor de homeostatare, pe intreaga perioadd de studiu, releva
semnalizarea celulari continui, desi cu o intensitate mai micd a factorului de stres [12]. In
favoarea acestei concluzii sunt acumularile de lignind in endoderm (Figura 3.5) care indica

asupra unor procese defensive post-atasament.
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Fig. 4.5. Analiza comparativa a nivelului de expresie relativa a genei PAL si activititii

enzimei fenilalanin amonia-liazei (R?=1)

Capacitatea de reglare a celui de-al doilea genotip rezistent — PR64LE20 R in formarea
raspunsului defensiv indus de semintele de lupoaie nu s-a caracterizat prin periodicitate si ritm
similar genotipului Favorit R. Tendinta de minimalizare a devierilor de la norma este de o durata
mai lunga si tinde spre o contrabalansare a efectului de diminuare a nivelului expresiei genice si
translarii doar peste 53-67 de zile de analiza (Figura 4.5). Reactiile de aparare manifestate prin
impregnarea peretilor celulari cu fenilpropanoide se constata cu cca 30-40 de zile mai tarziu
comparativ fenomenului observat la Favorit R (Figura 3.5). Fenotipul neafectat de O. cumana al
acestor plante asociat cu profilul temporal al perturbatiilor la nivel de transcriptie, sinteza
enzimei PAL si ulterior a metabolitului studiat demonstreaza redistribuirea energiei si a
resurselor interne spre alte procese de raspuns cu repercusiuni minore pentru cresterea in

continuare a plantelor.
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Spre deosebire de ambele genotipuri Favorit R si PR64LE20 R la care s-au constatat
reactii compensatorii, coordonate in acumularea transcriptilor, proteinei si ligninei fara a
perturba cresterea si dezvoltarea plantelor de floarea-soarelui pe fondal de infestare, in cazul
genotipului Performer S se observa o intensificare semnificativa a starii de stres, manifestata prin
ritmul mult mai sporit in acumularea secventelor transcrise (Exp./martor — de 85,7 ori)
comparativ cu cel al activitatii enzimei PAL (Exp./martor — 1,4 ori) (Figura 4.5). Aceasta
destabilizare a starii fiziologice poate fi relationatd unor deficiente in procesarea post-
transcriptionald a produsilor de expresie. Datele obtinute sunt in concordanta cu constatarile altor
autori care au demonstrat pe diferite modele experimentale ca amplitudinea abaterii nivelului de
expresie a genelor este direct proportionala cu gradul de severitate a factorului de stres [115].
Mai mult ca atat, s-a observat cd moartea celulard survine deseori atunci, cand starea de stres
cauzeaza devieri in activitatea de transcriptie, care depasesc nivelul in norma mai mult de 100 de ori [115].

In pofida faptului ca depunerile de lignind in celulele tesutului radicular sunt mai mari
comparativ cu cele evidente la genotipul Favorit R (Figura 3.5), integritatea peretelui celular este
perturbata de haustorul plantelor parazite. Aparitia lastarilor aerieni de O. cumana pe plantele
genotipului Performer S (Figura 3.3) cauzeazia 0 stare de epuizare a acestora, devenind
susceptibile la diverse infectii si leziuni incompatibile cu ritmul normal de crestere si dezvoltare
caracteristic speciei. Plantele afectate de lupoaie au avut indltimea cu 40% mai mica decat
plantele martor, neajungand la faza de butonizare (Tabelul 3.1).

In baza datelor obtinute se remarca corespunderea profilului morfologic cu cel molecular
al genotipului Favorit R in manifestarea rezistentei la O. cumana. Genotipul PR64LE20 R, spre
deosebire de Favorit R, care s-a caracterizat printr-o buna capacitate de reglare in stabilizarea
stoichiometricd a parametrilor studiati, a manifestat o stare de alarma, aproape pe intreaga
perioada, exprimata preponderent prin represia sintezei ARNm a celor patru gene si a enzimei
PAL. Neafectarea cresterii si dezvoltarii plantelor in contrast cu fluctuatii mari In activitatea de
expresie a genelor, enzimei si continutului de lignind sugereaza asupra unei strategii a
organismului de a directiona energia metabolica spre obtinerea unei stari fiziologice optime
pentru adaptare si dezvoltare a rezistentei la stres, determinatd de prezenta genelor specifice de
rezistenta la O. cumana (Orl1-7).

Genotipului Performer S se caracterizeaza prin corelatia aspectului morfologic intarziat in
dezvoltare cu profilul molecular, indicand asupra unei incapacitdti a organismului de
minimalizare a fluctuatilor parametrilor analizati, cauzand pierderi de energie si substanta,
importante in procesele de apdrare, afirmatii sustinute de constatarile expuse in literatura de

specialitate care afirma ca formarea complexului enzimatic de transcriptie, translare si procesare
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a produselor de expresie genica necesita rezerve substantiale de energie metabolica [58]. De
aceea nu este surprinzator faptul cd procesele mentionate sunt rapid supresate in functie de

intensitatea factorului de stres biotic sau abiotic.

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

Investigatiile efectuate de doud grupe de cercetatori Jacobs si colab. (2003) si Nishimura
si colab. (2003) prezintd contributii majore in elucidarea diferitor aspecte ale metabolismului
calozei. Autorii au oferit pentru prima datd informatii despre rolul biologic al proteinelor
functionale implicate in biosinteza calozei [137, 205]. Diverse studii realizate la Arabidopsis
indica acumularea calozei sub actiunea secetei si al patogenilor in rezultatul activarii unei si
aceleiasi gene cu diferite adnotari, descrisa initial ca PMR4 (Powdery Mildew Resistant4), apoi
GSL5 (Glucan-Synthase Like 5) sau CalS12 (Callose Synthase genes) [62, 93].

Se considera ca formarea papilelor de caloza este un raspuns de aparare precoce [249].
Incetinirea invaziei patogenilor in tesutul atacat, datoritd acumulirii calozei, permite plantei si
isi reorganizeze metabolismul astfel, incét se activeaza expresia genelor specifice care determina
inducerea raspunsurilor de aparare suplimentare. Cu toate ca polimerul glucanic este implicat in
diverse procese biologice, informatiile despre valentele functionale ale acestuia si reglarea
metabolismului sunt fragmentare.

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 [166]. Pana in prezent, publicatiile din
domeniu contin doar aceste rezultate. Insa, nu se cunoaste care este activitatea GSL1-4 in functie
de conditiile schimbatoare de mediu, interactiunea dintre ele si activitatea altor gene asociate
metabolismului calozei la plantele gazda cultivate in vivo la diferite etape de invazie a
patogenului. In bazele de date genomice au fost identificate aceste gene ale ciror secventi a
servit ca matrita in elaborarea primeri-lor pentru cuantificarea transcriptilor in conditii de stres
biotic [166, 327].

Nivelul de expresie a genelor glucan sintazelor in studiul de fatd a indicat valori cuprinse
intre 0,005-0,256 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 a fost caracteristic valori ale expresiei
relative cuprinse intre 0,010-0,093 un. c. si, respectiv, 0,002-0,051 un. c. (Tabelul 4.2).

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 -
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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 ciror activitate s-a evidentiat doar la 18 si 35 de zile, la 53 de zile fiind inhibata. In ce
priveste, GSL4 s-a constatat un maxim de activitate doar in perioadd 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) (Figura 4.6).

Tabelul 4.2. Activitatea transcriptionali a genelor implicate in metabolismul calozei

Etape de Expresia relativa a genelor (un. C.)

Sy Cu('zti';gre GSL1 GSL2 GSL3 GSL4
18 0,015+0,004 0,022+0,006 0,008+0,003 0,015+0,002
5 21 0,124+0,037 0,047+0,013 0,009+0,001 0,101+0,005
E 35 0,011+0,002 0,039+0,004 0,005+0,001 0,032+0,004
o = 53 0,033+0,008 0,032+0,004 0,013+0,000 0,020+0,004
T 67 0,016+0,003 0,018+0,002 0,003+0,000 0,002+0,001
% o 18 0,047+0,014 0,032+0,004 0,019+0,003 0,020+0,004
w g § % 21 0,196+0,075 0,032+0,006 0,006+0,001 0,955+0,320
2 Sy 35 0,020+0,003 0,065+0,004 0,012+0,001 0,043+0,005
3EE[ 58 0,033%0,007 0,016+0,002 0,006=0,001 0,027+0,003
67 0,005+0,001 0,019+0,003 0,004+0,001 0,020+0,006
18 0,016+0,003 0,019+0,003 0,013+0,002 0,018+0,004
5 21 0,256+0,031 0,038+0,017 0,008+0,000 1,800+0,265
£ 35 0,009+0,002 0,043+0,001 0,006+0,001 0,094+0,026
g = 53 0,019+0,005 0,021+0,001 0,005+0,001 0,015+0,001
% 67 0,025+0,012 0,012+0,000 0,000+0,000 0,003+0,001
S | o 18 0,021+0,005 0,016=0,003 0,011+0,002 0,014+0,002
. g § % 21 0,101+0,018 0,023+0,008 0,009+0,003 0,273+0,020
2 S5 35 0,008+0,002 0,021+0,003 0,004+0,001 0,017+0,003
3 § £ 53 0,015+0,006 0,010+0,002 0,003+0,001 0,008+0,002
67 0,023+0,004 0,020+0,004 0,003+0,002 0,033+0,012
18 0,029+0,001 0,023+0,003 0,014+0,002 0,029+0,005
5 21 0,043+0,009 0,019+0,002 0,007+0,001 0,183+0,045
£ 35 0,008+0,002 0,041+0,007 0,009+0,003 0,036+0,010
Q = 53 0,040+0,003 0,093+0,007 0,051+0,005 0,151+0,028
£ 67 0,015+0,001 0,011+0,002 0,002+0,000 0,021£0,001
E 18 0,020+0,001 0,021+0,005 0,020=+0,003 0,032+0,004
S g 21 0,039+0,004 0,052+0,004 0,011+0,001 0,095+0,014
& 35 0,018+0,001 0,030+0,008 0,003+0,000 0,035+0,011
= 53 0,015+0,005 0,033+0,003 0,005+0,001 0,017+0,004
67 0,013+0,001 0,021+0,002 0,009+0,003 0,013+0,005

Valorile prezentate x + § (media+deviatia standard a esantionului); valoarea expresiei relative calculatd
dupd formula ACt.

Aceste deviatii in activitatea glucan-sintazelor ar putea fi asociate cauzal cu anumite
interconexiuni biochimice de semnalizare dintre radacinile gazdei si semintele germinate de

lupoaie, in vederea unor eventuale atasdri si dezvoltarea haustorului. De mentionat faptul ca,
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acumularea papilelor de caloza la acest genotip a fost observata in celulele cilindrului central,

mai tarziu, peste 35 de zile, cu o dinamica pozitiva pana la 67 de zile (Figura 3.7).
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Fig. 4.6. Expresia relativa a genelor GSL1-4 (fold change) la genotipul Favorit R
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

Al doilea genotip rezistent s-a caracterizat prin aspecte diferite ale activitatii genelor fata
de primul. Astfel, PR64LE20 R a prezentat urmatorul profil de expresie: transcriptul GSL4 a
indicat aceeasi tendinta a valorilor cantitative a ARNm, similare cu gena GSL2, prin subexpresie
la 18-53 de zile, urmata de supraexpresie la 67 de zile, doar ca valorile pentru GSL2 au fost putin
mai mici fata de martor (Figura 4.7). Gena GSL3 a cuprins valori in limitele martorului la toate

etapele de analiza, iar GSL1 a fost subexpresata doar la 21 de zile de cultivare pe fondal de

infestare (Figura 4.7).
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Fig. 4.7. Expresia relativa a genelor GSL1-4 (fold change) la genotipul PR64LE20 R

Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.
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Analiza activitatii genelor glucan-sintazei pentru evidentierea mecanismelor post-
atasament si post-haustoriale la plantele genotipului Performer S infestat a relevat valori mai
mari fata de martor in majoritatea cazurilor. Gena GSL1 a indicat un nivel de expresie mai intens
de 2,3 ori fata de martor la etapa de formare a lastarilor subterani (35 de zile), atunci cand deja s-
a produs infestarea si patogenul s-a conectat la sistemul conducator al radacinii gazdei, urmata de
subexpresia de 2,7 ori la etapa de dezvoltare a lastarilor subterani (Figura 4.8). Activitatea genei
GSL4 a prezentat valori in limitele martorului si de subexpresia la toate etapele de dezvoltare a
patosistemului cu un maxim de 9,1 ori (Figura 4.8).

Evaluarea profilului de transcriptie a genelor GSL2 si GSL3 a prezentat tendintd similara
a activitatii glucan-sintazei si a pus in evidenta valori crescute de 2,8 ori si, respectiv, de 1,9 ori
pentru gena GSL2, iar pentru secventa GSL3 de 1,6 ori si, respectiv, de 3,7 ori la doua etape - de
formare a primelor atasamente (21 de zile) si dezvoltare a lastarilor aerieni (67 de zile) la
formele cultivate in sol infestat (Figura 4.8). Insa, activitatea genelor intre 21 si 67 de zile a fost
inhibata pentru ambele gene cu un maxim de 2,9 ori pentru GSL2 si de 10,7 ori pentru GSL3
[15].
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Fig. 4.8. Expresia relativa a genelor GSL1-4 (fold change) la genotipul Performer S
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.
Discordanta temporald a depunerilor de caloza in raport cu activitatea de transcriptie a
GSL, observata poate fi explicatd prin specificul evenimentelor de procesare post-transcriptionala
a produselor de expresie [15].
Studii moleculare si histologice realizate de alti cercetdtori pe radacinile rezistente de
floarea-soarelui penetrate de O. cumana au aratat o supra-expresie a genei HaGSL1, incepand cu

prima zi pana la a opta zi dupa inoculare, iar prin microscopie de epifluorescenta a fost atestata
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depunerea intensa de caloza la interfata dintre gazda - parazit si in tesuturile radacinii, sub
punctul de atasare a apresorului [166].

Echevarria-Zomefio si colab. (2006) au identificat depuneri disperse de caloza in
apropierea zonei de infestare, in celulele care nu sunt in contact direct cu planta parazit [90],
rezultate contrare celor raportate la mazarea infestata cu O. crenata [221] si alte patosisteme,
unde caloza s-a acumulat in celulele direct invecinate cu patogenul.

Verma si Hong (2001) au demonstrat la Arabidopsis o specificitate functionala a fiecarui
membru din familia de 12 gene GSL [285]. La infectia acestei plante cu mucegaiul Blumeria
graminis, au fost observate depuneri de caloza la punctul de penetrare, iar din membrii familiei
GSL doar AtGSL5 a fost implicata in formarea papilelor de caloza [137].

Transcrierea genei VfGSL5 la Vicia faba infestata cu Puccinia striiformis a manifestat o
activitate crescuta de la a 12-a zi pana la a 24-a zi de infectie, dupa care a scazut semnificativ
[63].

Astfel, generalizand rezultatele obtinute la genotipurile rezistente Favorit R si PR64LE20
R, se constatd legitati similare in acumularea calozei sub actiunea stresului biotic la nivelul
cortexului (celulele in contact direct cu patogenul) si al cilindrului central (tesut ce nu comunica
cu patogenul), observate si de alti autori la patosistemele descrise.

Rezultate deosebite celor obtinute de noi, sunt cele aratate de Letousye si colab., (2007)
care au constatat modificarea activitatii transcriptionale doar a unei singure gene (HaGSL1) din
cele 4 variante investigate in tesutul calusal de floarea-soarelui (LR1) infestat cu lupoaie (rasa E)
[166]. Aceste rezultate pot fi explicate prin utilizarea materialul biologic diferit si a altor conditii
experimentale (cultivarea in vitro a tesutului de floare-soarelui infestat cu seminte germinate de
lupoaie, populatii si rase diferite de lupoaie etc.).

Conform tendintei conturate in activitatea expresiei genelor GSL1-4 se poate constata
capacitatea sporita a genotipului Favorit R in mentinerea echilibrului homeostatic prin activarea
concomitenta a genelor GSL2-3 (fluctuatii de aceeasi intensitate si periodicitate) pe toatd
perioada de co-cultivare cu seminte germinate de lupoaie (Figura 4.9). Pattern-ele de expresie
genica a transcriptilor GSL1 si GSL4 opuse dupa efectul de stimulare/inhibare (Figura 4.9),
induse de factorul stresogen au fost asociate in mai multe investigatii cu un raspuns celular
general in cazul rezistentei nespecifice [58]. Totusi, dinamica sumara a activitatii genelor glucan
sintazelor prezinta fluctuatii de o amplituda aproximativ egala si care au tendinta de stabilizare in

limitele normei fiziologice cu exceptia genei GSL4.
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Al doilea genotip rezistent PR64LE20 R s-a caracterizat printr-o tendinta de minimalizare
a devierilor in limita martorului, cu exceptia transcriptului GSL4 care a prezentat inhibitia
expresiei si ritm diferit in activitatea acestuia (Figura 4.9).

Genotipul sensibil Performer S s-a caracterizat printr-o alternanta diferita intre activitatea
transcriptilor GSL1-4, totusi, Se manifesta tendinte similare pentru toti cei patru transcripti
(Figura 4.9). Astfel, activarea mecanismelor post-atasament si post-haustoriale prin expresia
genelor glucan-sintazelor determind incapacitatea organismului de minimalizare a fluctuatilor
parametrilor analizati si corespunderea fenotipului morfologic intirziat in dezvoltare cu profilul
molecular in rezultatul infestari cu patogen.

Analiza comparativd a activitatii de transcriptie a patru gene care codificad glucan-
sintazele in trei variante de studiu: normad, incompatibilitate patogen-gazda si patosistem a
demonstrat profile diferite de expresie In cazul unei si aceleasi reactii fiziologice (rezistentd)
[15].

In combinatia incompatibila Favorit R — O. cumana, toate cele patru gene GSL s-au
caracterizat prin supraexpresie cu 260%, in special in primele etape de stabilire a conexiunilor

mediate chimic cu semintele germinate de lupoaie.
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Fig. 4.9. Analiza comparativi a nivelului de expresie relativa a genelor glucan-sintazelor
2
(R°=1)

In cazul patosistemului Performer R — O. cumana sporirea continutului de transcripti a
trei gene coincide cu invazia patogenului: GSL1 dupa formarea haustorilor, iar GSL2 si GSL3 la

formarea primelor atasamente si dezvoltarea lastarilor aerieni.
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La toate genotipurile studiate a fost constatata o dependentd corelativda pozitiva intre
activitatea genelor GSL2 si GSL3 la diferite etape de dezvoltare ontogenetica al plantelor gazda

cultivate in substrat infestat [15].

4.3. Expresia genelor codificatoare de enzime antioxidante

Una dintre primele modificari biochimice observate dupa recunoasterea patogenului este
explozia oxidativa ce determinatd generarea SRO [185]. Nivelurile excesive de SRO sunt
potential daunatoare structurii si functiilor celulare daca nu vor fi detoxificate prin sistemele
antioxidante. Prevenirea toxicitatii SRO necesita activarea asa numitei ,,retea de gene SRO”, care
este compus din cel putin 150 de gene la Arabidopsis [191]. Sistemul de aparare antioxidanta a
plantelor, include compusi enzimatici si non-enzimatici [314]. Enzimele de protectie includ

catalazele, ascorbat peroxidazele, guaiacol peroxidazele si superoxid dismutazele.

4.3.1. Profilul transcriptional al genelor ce codificd superoxid dismutazele

Studiul biochimic realizat in cazul a sase genotipuri expusi la infestarea artificiala cu
lupoaie a scos in evidentad tendinta de diminuare a activitatii SOD pana la etapele de 21-35 de
zile ulterior urmata de cresterea acesteia pana la fazele finale ale experimentului. Astfel, pentru a
clarifica mai bine aceasta reactie de raspuns la infestarea cu lupoaie a fost estimata valoarea
cantitativa a transcriptilor enzimelor SOD. La floarea-soarelui se cunosc patru gene SOD, care au
in calitate de cofactor metalele Mn si Cu/Zn.

Nivelul de expresie relativa al genelor Mn-SOD 1 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 Il a prezentat valori ce variau 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. (Tabelul 4.3).

Rezultatele obtinute indica un profil general al expresiei transcriptilor SOD variat in
functie de natura genetica a genotipurilor si a demonstrat profile diferite cu valori ce nu depasesc
semnificativ martorul (Favorit R) si cu valori ce alterneaza de la subexpresie la supraexpresie
(PRG4LE20 R si Performer S).

Cultivarea pe fondal de infestare a genotipului Favorit R la primele trei etape de analiza a
demonstrat valori ale expresiei genelor SOD ce nu au depasit limita martorului cu exceptia unui
singur caz — gena Mn-SOD | dupa 18 zile a fost subexpresata de 2,6 ori fati de martor. Insi la

etapele finale ale experimentului 53-67 de zile, continutul de transcripti SOD s-a diminuat,
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manifestand subexpresie cu valoare minima de 3,4 ori fatd de martor pentru gena Cu/Zn-SOD ||

la etapa de 67 de zile (Figura 4.10).

Tabelul 4.3. Activitatea transcriptionala a genelor implicate in metabolismul superoxidului

Etapa de Expresia relativa a genelor (un. C.)

By C“('Zti';g’e Mn-SOD | Mn-SOD II Cu/Zn-SOD | Cu/zn-SOD I
18 0,029+0,003 0,372+0,017 0,142+0,003 0,714+0,005

5 21 0,034+0,002 0,364+0,011 0,151+0,004 0,999+0,046

% 35 0,020+0,003 0,337+0,002 0,273+0,008 0,545+0,005

@ = 53 0,039+0,001 0,424+0,010 0,426+0,011 1,042+0,095
= 67 0,007+0,001 0,678+0,024 0,169+0,005 0,229+0,010
% ® 18 0,011+0,004 0,246+0,013 0,103+0,008 0,578+0,002
w23 % 21 0,023+0,003 0,247+0,018 0,220+0,006 0,860+0,004
283 3 0,014+0,001 0,256+0,005 0,34120,015 0,409-0,006
38E[ 83 0,017+0,002 0,227+0,007 0,333+0,009 0,519+0,008

67 0,003+0,000 0,420+0,020 0,072+0,004 0,067+0,002

18 0,022+0,003 0,436+0,021 0,104+0,006 1,100+0,050

5 21 0,086+0,005 12,117+1,091 0,016+0,001 0,017+0,001

% 35 0,040+0,002 0,946+0,011 0,302+0,013 0,751+0,003

2‘, = 53 0,049+0,001 0,390+0,032 0,273+0,006 0,714+0,006
m 67 0,003+0,001 7,017+0,702 0,028+0,001 0,035+0,002
ESI ® 18 0,036+0,003 0,617+0,027 0,145+0,005 1,450+0,050
o % § % 21 0,027+0,001 26,017+2,364 0,004+0,001 0,003+0,001
2 S 35 0,033+0,003 0,267+0,011 0,207+0,007 0,290+0,007
3E8E[ 83 0,013+0,002 0,290+0,023 0,209+0,003 0,32620,013

67 0,009+0,001 1,567+0,475 0,087+0,003 0,065+0,006

18 0,073+0,005 0,241+0,016 0,585+0,003 1,800+0,100

5 21 0,181+0,025 0,391+0,007 0,419+0,012 1,050+0,050

% 35 0,052+0,003 0,195+0,020 0,321+0,008 0,849+0,004

2 = 53 0,030+0,001 11,350+0,661 0,126+0,006 0,719+0,003
£ 67 0,011+0,002 183,500+13,528 0,077£0,001 0,143+0,006
E’ 18 0,153+0,011 0,876+0,023 0,272+0,002 2,2174+0,076
o g 21 0,022+0,004 0,139+0,014 0,211+0,006 0,058+0,001
R 35 0,021+0,002 0,155+0,016 0,419+0,011 0,553+0,005

= 53 0,025+0,004 0,305+0,004 0,248+0,003 0,539+0,009

67 0,053+0,005 20,367+1,266 0,112+0,006 0,113+0,006

Valorile prezentate x + S (mediatdeviatia standard a esantionului); valoarea expresiei relative calculata
dupad formula ACt.

In cazul dat, relatiile de incompatibilitate dintre Favorit R si lupoaie pentru genele
superoxid dismutazelor a determinat reducerea continutului de ARNm catre subexpresie la
ultimele etape de cultivare ce coreleaza negativ cu activitatea enzimelor SOD, care au indicat

valori mai sporite la etapa de 67 de zile la formele cultivate pe fondal de infestare.
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Fig. 4.10. Expresia relativa a genelor SOD (fold change) la genotipul Favorit R
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

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. Aceastad
tendinta a fost caracteristica pentru trei gene SOD: Mn-SOD I, Cu/Zn-SOD 1 si Cu/Zn-SOD 11 cu

unele mici diferente.
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Fig. 4.11. Expresia relativa a genelor SOD (fold change) la genotipul PR64LE20 R

Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

Astfel, continutul de transcripti cu cofactorul Cu/Zn au aceeasi dinamica: la 18 zile valori
in limitele martorilor, urmata de subexpresia genelor la 21-35 de zile cu valori maxime la 21 de
zile de 4,5 ori pentru gena Cu/Zn-SOD 1 si de 4,8 ori pentru Cu/Zn-SOD Il (Figura 4.11). La

etapa de 67 de zile valoarea expresiei acestora sporeste pana la 3,1 ori si 1,9 ori pentru gena
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Cu/Zn-SOD 1 si respectiv Cu/Zn-SOD 11 (Figura 4.11). Insa, gena Mn-SOD | a manifestat valoare
maxima de subexpresie la etapa de 53 de zile de 3,9 ori fata de martor, urmata de supraexpresia
de 3,6 ori (Figura 4.11). Transcriptul Mn-SOD Il a prezentat un tablou diferit, caracterizat prin
alternarea valorilor in limitele martorilor cu supraexpresie la 21 de zile de 2,1 ori si subexpresie
la 35 si 67 de zile de 3,5 ori si respectiv de 4,5 ori (Figura 4.11).

In cazul combinatiei compatibile dintre Performer S si lupoaie, continutul ARN-ului
mesager al superoxid dismutazelor a prezentat un profil variat la toate genele. Activitatea
acestora a inregistrat valori in limita martorului in opt cazuri din 20. Rezultate de supraexpresie a
transcriptilor cu valori de 2,1 si, respectiv, 3,6 ori au fost identificate pentru genele SOD cu
cofactorul Mn la etapa de formare a primelor atasamente (Figura 4.12). Gena Mn-SOD | de
asemenea, a manifestat supraexpresie de 4,8 ori mai mare fatd de martor la etapa de dezvoltare a
lastarilor aerieni. Ulterior, acesti doi transcripti au relevat subexpresie dupa formarea primelor
atasamente cu valori maxime de 8,3 ori pentru gena Mn-SOD | la etapa de 21 de zile si pentru
gena Mn-SOD 11 cu rezultate de 37,2 ori mai sporite la etapa de dezvoltare a tuberculilor (Figura
4.12). Pattern-ul de expresie a transcriptilor enzimelor SOD cu cofactorul Cu/Zn s-a caracterizat
prin subexpresie de 2,0-2,2 ori pentru gena Cu/Zn-SOD | si de 18,1 ori pentru gena Cu/Zn-SOD
Il la formarea primelor atasamente (Figura 4.12). Dintre aceste doud gene valori de
supraexpresie de 2,0 ori mai sporit fatd de martor au fost atestate doar pentru gena Cu/Zn-SOD |

in momentul dezvoltarii lastarilor subterani (Figura 4.12).
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Fig. 4.12. Expresia relativa a genelor SOD (fold change) la genotipul Performer S

Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

In aspect integrativ al expresiei genelor la patosistemul Performer S — O. cumana, putem
conchide ca reactia de raspuns initiala in momentul recunoasterii patogenului de catre gazda si

invers urmata de atasarea primelor apresorii de lupoaie se caracterizeaza prin supraexpresia
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genelor Mn-SOD ulterior, succedata de modificarea profilului in directie diametral opusa de
subexpresie care se mentine 1n majoritatea cazurilor pe toatd perioada de dezvoltare a
patosistemului. Activitatea transcriptionalda a genelor Cu/Zn-SOD nu se modifica esential in
rezultatul infestarii si dezvoltarii patogenului cu mici exceptii, la etapa de 21 de zile, transcriptul
dat a indicat valori de supraexpresie de 18,1 ori (Figura 4.12).

Analiza datelor de expresie a genelor nu coreleaza perfect cu rezultatul activitatii acestora
deoarece, atat localizarea subcelulara cat si activitatea factorilor de transcriptie pot influenta
produsele de expresie prin modificari post-transcriptionale si/sau post-translationale, de
interactiune cu molecule mici si proteine. Acestea sunt extrem de importante prin faptul ca
complica identificarea conexiunilor cauzale intre gene si metaboliti [130]. O astfel de reglare
temporala este realizata prin mecanismele de semnalizare care orchestreaza fluxul metabolic spre
un raspuns eficient la modificarile din exteriorul si interiorul plantei si a fost evidentiata la
genotipul Performer S la nivelul expresiei genelor SOD (Figura 4.12) si al activitatii enzimelor
respective (Figura 3.7 E). Intensificarea semnificativd a starii de stres a fost determinata
preponderent de dinamica negativa in activitatea genelor (fluctuatii de intensitate mare si
evolutie variatd) comparativ cu activitatea enzimelor SOD care a prezentat valori invers
proportionale fatd de expresie si S-a mentinut intr-un echilibru homeostatic (fluctuatii de
intensitate mica comparativ egale) (Figura 4.13). Chiar daca valorile de expresie SOD sunt
diminuate, proteinele functionale mentin echilibrul SRO si protejeazd structurile celulare de

stresul oxidativ (Figura 3.7 E).
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Fig. 4.13. Analiza comparativi a nivelului de expresie relativa a genelor SOD si activititii
SOD (R%=1)

Spre deosebire de genotipul sensibil, dinamica modificarii profilului de expresie si al
activitatii enzimelor la cele rezistente (Favorit R si PR64LE20 R) s-au evidentiat prin fluctuatii

de intensitate aproximativ egald si care tind sd se stabilizeze in limitele normei fiziologice

90



(Figura 4.13). Astfel, alternarea temporala de inducere si represie a genelor etaleazd maniera
concisa de coordonare a activitatii acestor mecanisme ca raspuns la potentialii agresori. Totusi,
genotipurile rezistente se disting printr-o particularitate relevanta, la Favorit R dinamica
activitatii SOD a exprimat opozitie fata de activitatea celor patru gene SOD, iar la PR64LE20 R
aceasta a corelat perfect cu trei gene (Mn-SOD I, Cu/Zn-SOD I si Cu/Zn-SOD II) (Figura 4.13).
Aceasta reactie a genotipului PR64LE20 R este asociatd posibil cu starea de alarma, exprimata
prin co-expresia a trei gene SOD si corelarea cu activitatea metabolicd a superoxid dismutazei

(Figura 3.7 A, C).

4.3.2. Influenta stresului biotic asupra activititii genelor ce codifica ascorbat

peroxidazele la floarea-soarelui

Ascorbat peroxidazele apartin super-familiei de peroxidaze specifice la plante [163].
Studiile la nivelul genomului au demonstrat ca Arabidopsis contine noua gene APX; in timp ce
orezul are opt si tomatele — sapte [64, 199, 266]. Diferite izoforme sunt clasificate in subfamilii
in functie de localizarea lor subcelulara. Dintre cele noua gene APX identificate la Arabidopsis,
trei codifica enzime citosolice — APX1, APX2, APX6 [64, 155], iar APX3, APX4, APX5 — sunt
enzime localizate in microzomi determinati de necroza tesuturilor si activitatea peroxizomilor
[27] si ultimul grup cuprinde izoformele cloroplastice — APXs si APXt.

La orez, izoformele cloroplastice reprezintd activitatea a trei gene, formele citosolice si
peroxizomale sunt codificate de catre doua gene, iar APX mitocondriald — de o singurd secventa
nucleotidica [27, 266].

Pentru identificarea profilului de expresie a genelor APX au fost selectate doud secvente
nucleotidice EST (APX1 si APX3) elaborate in baza similaritatii cu utilizarea Instrumentului de
Baza de Cautare a Alinierilor Locale (BLAST X) din baza de date nucleotidice a NCBI.

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. (cel mai vast interval la Favorit
R) si mai diminuate 0,023-0,883 un. c. (cel mai mare interval la Performer S) pentru gena APX3
(Tabelul 4.4).

Pattern-ul de expresie a genei enzimei citosolice APX1 la genotipul Favorit R s-a
caracterizat prin subexpresie slaba cu aceiasi valoare de 1,7 ori, la doua etape (18 si 53 de zile) si
supraexpresie de 3,3 ori, la ultima etapa (Figura 4.14 A). Evaluarea in dinamica a continutului
transcriptului APX3 a relevat valori in limitele martorului pe toatd perioada de cultivare in

conditii de stres biotic (Figura 4.14 A).
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Tabelul 4.4. Activitatea transcriptionala a genelor implicate in metabolismul peroxidului

Etapa de Expresia relativa a genelor (un. C.)
Genotip | cultivare APX1 APX3
(zile) Martor Cultlvgt pe fondal Martor Cultlvc_a\t pe fondal

de infestare de infestare

18 0,538+0,009 0,320+0,007 0,140+0,003 0,093+0,002

@ 21 0,558+0,024 0,617+0,036 0,073+0,003 0,071+0,001
5 35 0,655+0,038 0,685+0,043 0.2120,009 0,143+0,006
& 53 2,108+0,204 1,260+0,108 0,037+0,001 0,055+0,005
67 0,099+0,003 0,328+0,008 0,480+0,010 0,504+0,012

x 18 1,262+0,158 0,810+0,019 0,046+0,001 0,600=+0,005
< 21 0,313+0,013 0,008+0,001 0,260+0,009 0,123+0,007
é] 35 0,707+0,029 0,650+0,026 0,325+0,012 0,159+0,008
&£ 53 2,085+0,074 0,869+0,013 0,047+0,006 0,038+0,004
& 67 0,052+0,004 0,248+0,016 0,725+0,041 0,591+0,018
. 18 0,579+0,007 1,350+0,050 0,138+0,004 0,355+0,002
] 21 0,856+0,007 0,225+0,005 0,127+0,005 0,023+0,002
g 35 0,390+0,033 0,347+0,028 0,166+0,007 0,249+0,007
E 53 0,664+0,036 1,003+0,018 0,023+0,002 0,046=+0,002
67 0,056+0,004 0,271+0,015 0,833+0,038 0,883+0,052

Valorile prezentate x + S (mediatdeviatia standard a esantionului); valoarea expresiei relative calculata
dupd formula ACt.

Analiza profilului de expresie a transcriptului APX1 la al doilea genotip rezistent, a
indicat un profil aseméanator cu cel al genotipului Favorit R, doar ca valorile au fost putin mai
mari. Astfel, inhibarea foarte puternica a activitatii de 41,0 ori a fost semnalata la 21 de zile si de
2,4 ori, la 53 de zile (Figura 4.14 B). Ulterior, la etapa de 67 de zile gena a manifestat cresterea
activitatii de 4,8 ori [13].

Transcriptul APX3 nu a fost definitivat cu un profil similar primului genotip, din contra,
acesta a manifestat activitate foarte sporitd de 13,0 ori, la etapa de 18 zile, urmata de o usoara
subexpresie cu valori de 2,0 ori, la 21 si 35 de zile (Figura 4.14 B). De remarcat faptul ca, aceste
date releva implicarea enzimei generate de gena APX3 in activitatea de detoxifiere a peroxidului
din microzomii generati in rezultatul necrozei, ce reprezintd una din reactiile defensive. Prin
urmare putem sa presupunem cd la acest genotip se formeaza atasamente pe radacinile proprii,
dar datorita activitdtii unor mecanisme ce induc necroza, patogenul nu ajunge sa contacteze cu
cilindrul central si moare [13].

In cazul genotipului Performer S profilul de expresie a genelor ascorbat peroxidazelor s-a
individualizat in functie de particularitatile genetice si fiziologice ale acestuia. Desi, acest
genotip a fost infestat, continutul de ARNm pentru transcriptul APX1 a fost initial supraexpresat
de 2,3 ori, urmat de inhibarea genei prin subexpresie de 3,8 ori, peste 3 zile, care pana la etapa de

dezvoltare a lastarilor subterani sa revina la supraexpresie de 4,9 ori (Figura 4.15) [13].
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Fig. 4.14. Expresia relativa a genelor APX (fold change) la genotipurile rezistente
A —Favorit R, B— PR64LE20 R.
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.

Gena APX3 s-a remarcat de asemenea, prin supraexpresie de 2,6 ori, la etapa de formare a

primelor atasamente, care ulterior, a fost inhibata de 5,5 ori in raport cu martorul peste 3 zile

(Figura 4.15).
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Fig. 4.15. Expresia relativa a genelor APX (fold change) la genotipul Performer S
Diferentele expresiei sunt remarcate comparativ cu martorul (t test), "p>0,05, *p<0,05.
La etapele ulterioare dupd ce patogenul s-a conectat la vasele conducatoare ale gazdei
activitatea genei a fost in limitele martorului cu exceptia etapei de dezvoltare a lastarilor
subterani la care APX3 s-a supraexpresat de 2 ori. In cazul acestui genotip, prezinti interes faptul

ca ambele gene APX au reactionat similar in momentul de formare a primelor atasamente spre
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sporirea continutului la 18 zile, iar peste trei zile sa fie inhibatd. Posibil aceastd reactie se
datoreaza influentei patogenului asupra proceselor metabolice din planta gazda.

La nivel de expresie a genelor APX, genotipul Favorit nu manifesta diferente esentiale ale
profilelor in raport cu alte gene studiate — fluctuatii de intensitate mica pe parcursul intregii
perioade de cultivare (Figura 4.16). Genele APX au intensitate egald de expresie, dar sunt in
opozitie. Se poate de mentionat ca activitatea enzimelor ascorbat peroxidazele au inregistrat

valori mai mari in corelatie cu expresia relativa a genelor APX.

FAVORITR PR64LE20 R PERFORMER S
10 - ~ 10 4 - 10 +
\
5 - l/ \ / \ 5 \\ /- 5
0 /\/’ = \/' 0 \ y Y\ I 0 - —— 4 > —
/s \l- ’V 1 T \\ |’ \l( - \
-5 -5 4 \ -5 \\ ,
-10 - -10 - N -10 -
18 21 35 53 67dezile 18 21 35 53 67 de zile 18 21 35 53 67 dezile
APX1 — APX3— = Activitatea APX — =

Fig. 4.16. Analiza comparativa a nivelului de expresie relativa a genelor APX si activitatii
APX (R’=1)

Al doilea genotip PR64LE20 R si in cazul genelor APX a manifestat fluctuatii cu
amplitudini inalte ale expresiei genelor si activitatii APX. Continutul acestora este influentat de
starea de alarma la care a fost expus acest genotip, exprimata preponderent prin represia genelor
si inhibitia activitatii enzimatice (Figura 4.16).

Genotipul Performer S, in cazul metabolismului unor membri ai caii ascorbat peroxidazei
S-a caracterizat prin stabilizarea continutului APX (gene si enzime) pe perioada de dezvoltare in
conexiune cu lupoaie dupa iritarea din momentul formarii primelor atasamente (Figura 4.16).
Astfel, datele de expresie coreleaza perfect cu cele ale activitatii enzimelor APX, 1nsd acesti
compusi nu sunt suficienti pentru a lupta cu invazia patogenului, dar mentin echilibrul
homeostatic in planta gazda, permitdndu-i supravietuirea, dar nu si dezvoltarea normala.

Generalizand rezultatele expuse cu privire la acest mecanism defensiv se poate de afirmat
ca la genotipurile rezistente functionalitatea acestuia corespunde cu nivelul de activitate ale altor
mecanisme expuse anterior. Astfel, cultivarea genotipurilor de floarea-soarelui pe fondal de
infestare artificiala cu lupoaie a determinat activarea ascorbat peroxidazei si unor gene APX ca
reactie de raspuns la invazia lupoaiei. Profilul sumar APX al combinatiei incompatibile Favorit R

— O cumana a fost asemanator cu cel al sistemului compatibil Performer S — O cumana si s-a
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caracterizat prin stabilizarea indicilor pe perioada de cultivare. PR64LE20 R a manifestat o stare
de alarma determinata de alternarea valorilor de la subexpresie spre supraexpresie.

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), 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. 17).
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Fig. 4.17. Evidentierea modificarilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al
genotipului Favorit R
Genele fara indice — gene cu expresie slaba; *- gene cu expresie moderata; 1 - supraexpresie a genelor; §
- subexpresie a genelor; | activitate enzimatica sporita.

Mentinerea fluctuatiilor in limitele normei, pe intreaga perioadd de studiu, releva

semnalizarea celulara continud, desi cu o intensitate mai mica a factorului de stres. In favoarea
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acestei concluzii sunt acumuldrile 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 4.18).
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Fig. 4.18. Evidentierea modificirilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al
genotipului PR64LE20 R

Genele fard indice — gene cu expresie slabd; *- gene cu expresie moderatd, **- gene cu expresie
puternicd, ***- gene cu expresie foarte puternicd; 1- supraexpresie a genelor;  J - subexpresie a
genelor; - activitate enzimatica sporita.

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 metabolica 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
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enzimelor si nivel de supraexpresie ale genelor studiate ce coreleaza direct s-a constatat doar la
etapa de 67 de zile. Fenotipul plantelor neafectate de O. cumana, asociat cu profilul temporal al
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 se observa 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 4.19).
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Fig. 4.19. Evidentierea modificarilor la nivel histochimic, biochimic si molecular al
genotipului Performer S
Genele fard indice — gene cu expresie slabd; *- gene cu expresie moderatd, **- gene cu expresie
puternicd; ***- gene cu expresie foarte puternica; ¥ - supraexpresie a genelor; J - subexpresie a
genelor; |- activitate enzimatica sporita.

Modificarile histochimice, biochimice si moleculare din calea metabolica a ligninei sunt

in dependentd completd in cazul acestui patosistem (acumulare suplimentara de lignind,
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activitate enzimatica PAL sporita si nivel de supraexpresie a genelor din aceasta cale la etapele
de dezvoltare a lastarilor). Activitatea APX sporitd a corelat perfect cu profilul de expresie a
genelor APX studiate pe tot parcursul dezvoltarii patosistemului cu exceptia etapei de dezvoltare
a lastarilor subterani. In cazul metabolismului calozei — acumularea suplimentard a acestui
compus a fost atestatd la etapa de dezvoltare a lastarilor, insa pattern-ul de expresie la acel
moment s-a caracterizat prin subexpresie a celor patru gene GSL. Rezultate similare au fost
observate 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. La acest
genotip corespunde fenotipul morfologic intarziat in dezvoltare cu profilul molecular, indicand
asupra unei incapacitati a organismului de minimalizare a fluctuatilor parametrilor analizati,

cauzand pierderi de energie si substanta, importante in procesele de aparare.

Concluzii la capitolul 4

1. Nivelul de adaptare la fluctuatiile interne induse de factorii externi depinde de
amploarea si frecventa acestora si de capacitatea de reglare a rezervelor de substantd si energie
metabolicd necesara mentinerii starii fiziologice de rezistenta. Analiza comparativa a expresiei a
trei grupe de gene la trei variante de studiu: normd, incompatibilitate patogen-gazda si
patosistem a demonstrat profile diferite de expresie In cazul unei si aceleasi reactii fiziologice
(rezistentd) [263].

2. Studiul pattern-elor de expresie a patru gene (PAL, C4H, 4CL1 si FAH1), care codifica
enzime implicate in metabolismul fenilpropanoidelor la combinatia incompatibila al genotipului
Favorit R, s-a remarcat prin corespunderea fenotipului morfologic cu cel molecular in
manifestarea rezistentei. Genotipul PR64LE20 R a manifestat o stare de alarma, aproape pe
intreaga perioadd, exprimatd preponderent prin represia sintezei ARNm a celor patru gene.
Intensificarea semnificativd a starii de stres, manifestatd prin ritmul mult mai sporit in
acumularea secventelor transcrise si a continutului de lignind comparativ cu cel al activitatii
enzimei PAL a fost evidentiat in cazul patosistemului Performer S — O. cumana [8].

3. Investigarea profilului de expresie a patru gene care codifica glucan sintaze (GSL1-4) la
genotipurile rezistente si sensibile de floarea-soarelui supusa infestarii artificiale cu lupoaie a
demonstrat profile diferite. La combinatia incompatibila Favorit R toate cele patru gene GSL s-au
caracterizat prin supraexpresie, in special in primele etape de stabilire a conexiunilor mediate
chimic cu semintele germinate de lupoaie. In cazul patosistemului Performer S — O. cumana

sporirea continutului de transcripti a trei gene coincide cu invazia patogenului: GSL1 dupa
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formarea haustorilor, iar GSL2 si GSL3 la formarea primelor atasamente si dezvoltarea lastarilor
aerieni. De asemenea, a fost pusd in evidentd o dependentd corelativd pozitivd 1n activitatea
genelor GSL2 si GSL3 la toate genotipurile studiate pe parcursul perioadei ontogenetice de
dezvoltare ale plantelor de floarea-soarelui [15].

4. Cultivarea in sol infestat cu seminte de lupoaie a genotipurilor rezistente si a celui
sensibil a determinat inducerea sau represia genelor superoxid dismutazelor. Astfel, Favorit R s-a
caracterizat printr-un echilibru homeostatic determinat de valori al expresiei ce nu depasesc
limitele martorului. PR64LE20 R a manifestat o stare de alarmd prin subexpresia si apoi
supraexpresia a trei gene — Mn-SOD I, Cu/Zn-SOD I si Cu/Zn-SOD II. In cazul combinatiei
compatibile, starea de stres a fost determinata de expresia variata si preponderent inhibata a celor
patru gene SOD.

5. Cultivarea genotipurilor de floarea-soarelui pe fondal de infestare artificiala cu lupoaie a
determinat modificarea pattern-ului de expresie a genelor APX ca raspuns defensiv doar la doua
genotipuri PR64LE20 R si Performer S. La genotipul PR64LE20 R profilul molecular a fost
exprimat preponderent prin represia transcriptilor, pe cand la genotipul Performer S - prin ritmul
mult mai sporit in acumularea secventelor transcrise. Profilul sumar al activitatii genelor APX al
combinatiei incompatibile Favorit R — O cumana nu a indicat modificdri esentiale, ceea ce
denota asupra unei bune capacitéti de reglare si mentinere a metabolismului in situatii de stres

biotic [13].
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CONCLUZII STRECOMANDARI

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 aparare nu 1i permite gazdei sa lupte cu invazia

patogenului [8, 87].

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 toata perioada ontogenetica [8]. Activitatea enzimelor SOD a pus in
evidenta o dinamica similarda 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 doui 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 determinatd de interactiunea dintre membrii sistemului
[14].

3. Investigarea pattern-elor de expresie a 14 gene (cap. 4) implicate in fortificarea peretilor
celulari prin acumulari suplimentare cu lignina, 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 lupta activa cu invazia patogenului prin intensificarea expresiei [8, 13, 15].

4. Analiza rezultatelor histologice, biochimice si moleculare (cap. 4) si corelatia acestora a
permis sd constatdim declansarea unor mecanisme comune implicate in fortificarea

peretilor celulari (expresia genelor, activitatea enzimaticd si acumularea de lignind si

100



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
rezistente predomind 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).

5. Rezistenta la lupoaie a genotipului Favorit R (gena Or6; rasa F) a fost asigurata de
manifestarea timpurie a reactiei de raspuns si mentinerea homeostatica ulterioard a
tuturor parametrilor investigati. Acestd strategie reprezintd rezultatul activarii
mecanismelor nespecifice de rezistenta 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 suplimentata 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 [263].
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Recomandiri practice

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

(interactiunile dintre gene).

2. Genotipul Favorit R poate fi recomandat 1in calitate de donor de gene pentru strategiile de
obtinere a hibrizilor rezistenti fatd de atacul lupoaiei, din cadrul programelor de
ameliorare si obtinerea germoOplasmei cu rezistentd nespecifica care este mai stabild fata

de variabilitatea genetica si rasiald a O. cumana.

3. 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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ANEXE
Anexa 1. Aspectul fenotipic al genotipurilor Favorit R si PR64LE20 R

A, C — Inaltimea plantelor martor si celor cultivate pe fondal de infestare; B, D — Aspectul
morfologic al radacinilor genotipurilor cultivate pe fondal de infestare
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Anexa 2. Aspectul fenotipic al genotipului Performer S

A — Inaltimea plantelor martor si a celor infestate (nedezvoltate); B — Aspectul morfologic al
raddcinilor infestate cu tuberculi — 35 de zile; C — Aspectul morfologic al raddcinilor infestate
cu lastari aerieni fixati de radacini — 67 de zile
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Anexa 3. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in instruire

Ministerul Educatiei. s ‘ UNIVERSITATEA  Ministry of Education, ‘
Culturii si Cercetirii al Republicii Moldova Culture and Research of the Republic of Moldova

Universitatea de Stat "Dimitrie Cantemir™ DC “Dimitrie Cantemir™ State University
) 32 A nies st Chisiau, MD202%. Rep

1. MD-2028
DIMITRIE CANTEMIR

Nr. Q5fb-d3 din 712 » lufie 2019

ACT DE IMPLEMENTARE
a rezultatelor tezei de doctor
»Estimarea modificirilor fiziologice si moleculare ale raspunsului defensiv in sistemul

gazda-parazit (Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr.)”

Prin prezenta se confirma ca rezultatele investigatiilor stiintifice. efectuate in cadrul tezei
de doctor in biologie cu tema ,Estimarea modificarilor fiziologice si moleculare ale
raspunsului defensiv in sistemul gazda-parazit (Helianthus annuus L. — Orobanche cumana
Wallr.)” realizatd de dna Tabara Olesea, sunt implementate in curriculumul universitar pentru
studii superioare de licenta (ciclu 1) la disciplima Biologie celulara si Fiziologie vegetala la
Departamentul Stiinte Biologice si Geonomice a Facultatii Stiinte ale Naturii. Universitatea de

Stat ..Dimitrie Cantemir”™.

Sef Departamentul Stiinte Biologice si Geonomice

dr., conf. univ. BOIAN llie

Rector USDC

TS
c\,»‘“or—_ STAT S
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dr. hab., conf. univ. HANGANU Aurelia
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Anexa 4. Act de implementare a rezultatelor stiintifice in cercetare

Ministerul Educatiei, s ‘ T UNIVERSITATEA  Ministry of Education,
Culturii si Cercetdrii al Republicii Moldova Culture and Research of the Republic of Moldova
Universitatea de Stat "Dimitrie Cantemir” D C "Dimitrie Cantemir™ State U piversity
( Republica Moldova, MD-2028 3.2 Academies ste.. Chisinau, MD N, Rept Vi

mad DIMITRIE CANTEMIR personal univer

Nr. 03/tw-&9din " Jd * «wGe 2019

ACT DE IMPLEMENTARE
a rezultatelor tezei de doctor
»Estimarea modificarilor fiziologice si moleculare ale raspunsului defensiv in sistemul

gazda-parazit (Helianthus annuus L. — Orobanche cumana Wallr.)”

Prin prezenta se confirma ca primerii specifici elaborati de dna Tabard Olesea in cadrul
tezei de doctor in biologie cu tema ,,Estimarea modificirilor fiziologice si moleculare ale
raspunsului defensiv in sistemul gazda-parazit (Helianthus annuus L. — Orobanche cumana
Wallr.)” sunt utilizati pentru studiul expreisei genelor implicate in mecanismele defensive
nespecifice si pentru testarea potentialului de rezistentd a florii-soarelui la diferiti patogeni in
cadrul Laboratorului Genomica, Centrul de Genetici Functionala, Universitatea de Stat ..Dimitrie

Cantemir™.

Rector USDC

HANGANU Aurelia
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personald cd materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza
sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Tabara Olesea

Semnatura

Data
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CURRICULUM VITAE
TABARA OLESEA
Date de contact:
str. Mihai Eminescu, 47
s. Negrea, r-nul Hincesti, Republica Moldova,
+37326970528, +37360432548
teolesea@gmail.com.
Data si locul nasterii: 01.07.1986, or. Nijnevartovsc, Tiumeni, Rusia.
Cetatenia: MD.

Studii superiore:

1. 2014-2018 - studii de doctorat, Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei, specialitatea
—164.02 — Fiziologia vegetala.

2. 2008-2010 — studii de masterat, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea Biologie si
Pedologie, specializarea Geneticd moleculara. Diploma seria AMC000000483.

3. 2005-2008 — studii de licentd, Universitatea de Stat din Moldova, Facultatea Biologie si
Pedologie, specialitatea Biologie moleculara. Diploma seria ALII000001011.

Stagii: in ordine descrescatoare pe ani

e Stagiu practic la SCDA, Braila si INCDA Fundulea, Romania 1-8 iulie 2018, 4-10
decembrie 2017, 10-15 iulie 2017.

e Training ,, Metode de clusterizare”” 30 martie-5 aprilie 2018, CGF, UnASM

e Training ,, Tehnici de cercetare in biologie moleculara” 2-3 iulie 2015, Laboratorul de
Genomica, UnASM

e Stagiu practic la Universitatea din Hohenheim, Stuttgard, Germania, 25-29 octombrie
2015.

Domeniile de interes stiintific:
Rezistenta florii-soarelui la factorii biotici si abiotici, variabilitatea genetico-moleculara in baza
markerilor moleculari (RAPD, SSR, ISSR), organisme modificate genetic etc.

Activitatea profesionala:

15.09.2008-26.07.2010, Laborant superior, Catedra de Igiena, USMF ,N. Testemitanu”
16.08.2010- 30.05.2014, Profesor de biologie si chimie, Gimnaziul Sofia, r-nul Hincesti
23.06.2014-prezent, Cercetator stiintific stagiar si apoi cercetdtor stiintific, Centrul Genetica
Functionala, USDC

Participari la proiecte stiintifice nationale si internationale:
Proiecte institutionale:

1. 15.817.05.03F ,Rezistenta florii-soarelui (Helianthus annuus L.) la lupoaie (Orobanche
cumana Wallr.): mecanisme genetico-moleculare si fiziologice”, 2015 — 2019, din planul de
cercetare al institutiei;
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11.817.04.19F ,,Aspecte functionale si genetico-moleculare ale genomului la floarea-
soarelui (Helianthus annuus L.)”, 2011 — 2014, din planul de cercetare al institutiei in calitate
de executant.

Proiecte internationale:

16.80013.5107.20/Ro, ,,Evaluarea unor hibrizi de floare-soarelui, privind rezistenta la stresul
hidric si termic, in Romania si Republica Moldova”, proiect bilateral moldo-roman.

Proiect tineri cercetatori

19.80012.05.08F ,Efectul imediat al fitopatazitului Orobanche cumana Wallr. asupra florii-
soarelui (Helianthus annuus L.)”, 2019.

Proiect finantat de RESINFRA

domeniul biologiei moleculare™, 2017-2018.

Participari la foruri stiintifice (nationale si internationale):
2018

- International Conference of Agriculture and Food Engineering, 18-19 October 2018, lasi,
Romania. Teza

- International Congress on Oil and Protein Crops ”Eucarpia”, 20-24 May 2018, Chisinau,
Republic of Modova. Teza si Raport oral

- 4™ International Symposium on Broomrape in Sunflower, 2-4 July 2018, Bucharest,
Romania Teza si Poster

- International Plant Breeding Conference, 15-20 October 2017, Kyrenia, Turcia. Teza

- Conferinta Stiintifica a Doctoranzilor ,,Tendinte Contemporane ale Dezvoltarii Stiintei:
Viziuni ale Tinerilor Cercetatori”, 15 iunie 2017, Chisinau, Republica Moldova. Poster,
Articol.

2016

- A V-a editie a Conferintei stiintifice (cu participare internationald) a Doctoranzilor
»lendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori” dedicata
aniversarii a 70-a de la crearea primelor Institute de Cercetare si a 55-a de la fondarea
Academiei de Stiinte a Moldovei, 25 mai 2016. Poster, Articol.

- The International Conference ”Life Science in the Dialogue of Generations: Connections
between Universities, Academia and Business Community”, 25 March 2016, Chisinau,
Republic of Moldova. Teza.

2015

- The Xth International Congress of Geneticists and Breeders, 28 june — 1 july 2015,
Chisinau, Republic of Moldova. Tezda, raport oral.

- The Xl International scientific conference for students and Phd students, 20-23 April
2015, Ukraine, Lvov

- Conferinta Stiintificd Internationald a Doctoranzilor ,,Tendinte Contemporane ale
Dezvoltarii Stiintei: Viziuni ale Tinerilor Cercetatori” Editia a [V-a, UnASM, 10 martie,
2015, Chisinau, Republica Moldova. Poster, teza.
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Lucrari stiintifice si stiintifico-metodice publicate:
18 lucrari stiintifice: 9 articole stiintifice, 9 comunicari la forumuri internationale.

Premii, mentiuni, distinctii etc.
2015 - Bursa Regina Maria, oferita de casa Regala a Romaniei
2017 — Bursa de cercetare in memoriam ,,Mircea Ciuhrii”

Cunoasterea limbilor:

limba roméana — limba materna, limba rusa — fluent, limba franceza — bine, certificat B2, limba
engleza — mediu.
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