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ASPECTS RELATED THE RESISTANCE MECHANISMS OF THE SUNFLOWER AGAINST BROOMRAPE

Summary. The holoparasitic angiosperm broomrape (Orobanche cumana Wallr.) is one of the main limiting factors
of sunflower production, causing a significant decrease in oil yield and quality, Research and knowledge about the
assessment of the broomrape populations, evaluation of sunflower germplasm and genetic control of host-parasite
interactions remains crucial point for organizing effective programs to improve plant resistance. From this prospect, the
present study highlights a series of particularities of the mechanisms of resistance to biotic factors, as well as of general
biological phenomena, based on the pathosystem H. annuus L. - O. cumana Wallr., using a multidisciplinary and integra-
tive approach, focused on the detection of different aspects related to the complex study of genes, their expression at
the level of RNA and proteins, as well as the elucidation of the genetic-molecular and physiological-biochemical basis
for phenotypic realization of hereditary factors.
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Rezumat. Fanerogama parazita - lupoaia (Orobanche cumana Wallr.) -, este unul dintre principalii factori limitativi ai
productiei de floarea-soarelui, cauzand scaderea semnificativa a randamentului si calitatii uleiului, care variaza in functie
de gradul de atac, virulenta si agresivitatea raselor. Cercetarea si cunoasterea evolutiei din cadrul populatiilor de lupoaie,
evaluarea germoplasmei de floarea-soarelui si elucidarea controlului genetic al interactiunilor gazda-parazit rdman a fi
cruciale pentru organizarea unor programe eficiente de ameliorare a plantelor la rezistenta. In acest context, prezentul
studiu pune in evidenta un sir de particularitati ale mecanismelor de rezistenta la factorii biotici, precum si ale unor
fenomene biologice generale, pe baza patosistemului H. annuus L. - O. cumana Wallr., valorificand o abordare multidis-
ciplinara si integrativd, axata pe relevarea diferitor aspecte ce tin de studiul complex al genelor, de expresia acestora
la nivel de ARN si proteine, precum si de elucidarea bazelor genetico-moleculare si fiziologo-biochimice de realizare
fenotipica a factorilor ereditari.

Cuvinte-cheie: floarea-soarelui, lupoaie, rezistenta specificd, rezistentd nespecifica, raspuns hipersensitiv.

INTRODUCERE Plasmopara halstedii (mana), Sclerotinia sclerotiorum
(putregaiul alb), Botrytis cinerea (putregaiul cenusiu)
si de fanerogama parazita - lupoaia (Orobanche cuma-
na Wallr.) [1]. Pe langa acestea, o serie de boli, ca pa-
tarea neagrd (Phoma sp.), rugina (Puccinia helianthi),
vestejirea (Verticillium dahliae), putrezirea radicinilor
si tulpinilor (Macrophomina phaseoli), pot constitui

un pericol potential, fiind semnalate tot mai des in

Datorita aparitiei si dezvoltarii noilor tehnologii,
succeselor in ameliorarea asistata de marcheri, ex-
tinderii semnificative a suprafetelor cultivate, irigarii
si utilizérii altor resurse naturale, in ultimele decenii
productia agricola la nivel mondial a crescut semnifi-
cativ, practic dublandu-se in perioada 1960-2018. Cu

toate acestea, sectorul agricol, inclusiv ramura de cres-
tere si cultivare a florii-soarelui, se confrunta cu mul-
tiple riscuri naturale, in special, cu expansiunea unor
boli si ddunatori care cauzeaza anual pierderi de pand
la 40 % din productie.

In conditiile tehnologiilor actuale, agroecosiste-
mul florii-soarelui cuprinde un complex de agenti fito-
patogeni, in mare médsura, comuni pentru tarile ce cul-
tivd aceastd planta oleaginoasa. Cele mai devastatoare
boli sunt provocate de atacul ciupercilor fitopatogene:
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culturile de floarea-soarelui [2].

O situatie similara se atestd la nivelul Republicii
Moldova, unde floarea-soarelui, fiind principala sursé
de ulei utilizat in alimentare, se plaseaza pe locul trei
dupa porumb si grau. Datoritd profitabilitatii cultu-
rii in ultimii ani s-au extins considerabil suprafetele
ocupate de floarea-soarelui (cca 370 mii ha), acestea
depdsind esential cota limitd admisa in asolamente.
Exploatarea irationala a terenurilor, nerespectarea ter-
menilor de rotatie a culturilor in asolamente, in jonc-
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tiune cu influenta factorilor extremi de mediu deter-
minati de actualele schimbari climatice, au contribuit
la rdspandirea si sporirea agresivitatii diferitor agenti
patogeni [3].

Principalul factor limitativ al productiei de floa-
rea-soarelui este lupoaia, care in ultimii 10-15 ani se
remarca prin aparitia noilor rase cu agresivitate spo-
ritd si extinderea spre noi areale geografice. Astfel,
daca anterior patogenul era raspandit, in special, in
zonele centrale si de Sud-Est ale Republicii Moldova
[4], actualmente, lupoaia este semnalatd inclusiv in
partea de nord a térii [5]. Aceastd plantd parazit cau-
zeaza pierderi de productivitate, conducand la scaderi
semnificative ale randamentului si calititii uleiului,
care variaza in functie de gradul de atac, virulenta si
agresivitatea raselor.

La floarea-soarelui se disting opt rase fiziologice
(A - H) de lupoaie si opt gene dominante (Or1 - Or8),
care asigura rezistenta monogenica (verticald, oligoge-
nicd) a culturii bazatd pe principiul gend-pentru-gend
[6]. De remarcat insa ca acest tip de rezistentd si me-
canismele specifice determinate de interactiunea intre
genele Or ale plantei gazda si genele Avr (Avirulence)
ale lupoaiei [7], care declanseaza activarea unor casca-
de de semnalizare si asigura raspunsul de aparare este
caracteristicd, in special, pentru primele cinci rase ale
patogenului [8]. Odata cu aparitia unor rase mai agre-
sive (F-H) se manifestd un caracter poligenic de rezis-
tentd, determinat de efectul cumulativ al unui sir de
gene de rezistentd, atat dominante, cat si recesive [9].
Astfel, interactiunea Helianthus annuus L. - Orobanche
cumana Wallr. constituie o forma de interrelatii aparu-
ta pe parcursul co-evolutiei acestor doui specii, repre-
zentand un important model de studiu al rezistentei.

Desi existenta factorilor genetici in cadrul forme-
lor de cultura si al speciilor salbatice (Helianthus ma-
ximiliani Schrader, H. tuberosum L., H. grosseserratus
Martens, H. divaricatus L. etc. [10]) a facilitat efortu-
rile amelioratorilor, obtinerea unei rezistente absolute
este extrem de dificild. Aceasta problema este determi-
natd, pe de o parte, de evolutia rapida a raselor de lu-
poaie, iar pe de alta parte — de cunoasterea insuficienta
a rolului functional al genelor Or, astfel incat se impu-
ne analiza complexa a interactiunii dintre agentul pa-
togen si gazda, relatie aflatd intr-o strdnsa dependenta
de particularitétile fiziologice ale parazitului (afinita-
te, agresivitate si virulen{d), de caracteristicile plantei
gazda (rezistenta nespecificd, specifica si indusa), pre-
cum si de actiunea factorilor de mediu.

O atentie deosebitd in programele de ameliorare
se acorda inclusiv obtinerii hibrizilor ce poseda rezis-
tentd nespeciﬁcé, numitd si generalé sau comuna, care
se manifestd in mod egal fatd de toate rasele sau bio-

tipurile agentului patogen, fiind consideratda cea mai
durabild si stabild [11; 12]. Rezistenta nespecificd a
florii-soarelui la lupoaia este determinatd de activarea
a doua tipuri de mecanisme pre-haustoriale si post-
haustoriale [13], primul actionand la nivelul cortexu-
lui sau endodermei plantei gazda prin fortificarea
peretilor celulari si blocarea patogenului [14], iar cel
de-al doilea initiindu-se dupa patrunderea haustoru-
lui in cilindrul central [15-17].

Complexitatea mecanismelor de aparare impune
adoptarea unor aborddri multidisciplinare si integrati-
ve axate pe relevarea diferitor aspecte ce tin de studiul
complex al genelor, de expresia acestora la nivel de
ARN si proteine, precum si de elucidarea bazelor ge-
netico-moleculare si fiziologo-biochimice de realizare
fenotipica a factorilor ereditari. Din aceste consideren-
te, o prioritate strategicd si metodologica a cercetarilor
prezentate constituie identificarea mecanismelor gene-
tico-moleculare si fiziologice ale rezistentei si elucida-
rea unor noi aspecte ale fenomenelor biologice generale
pe baza patosistemului H. annuus L. - O. cumana Wallr.

METODOLOGIA CERCETARILOR

Interactiunea gazda-parazit a fost studiata pe
modelul patosistemului H. annuus L. - O. cumana
Wallr. atat sub aspectul particularitatilor fiziologice
ale parazitului, care se reflectd prin afinitate, agre-
sivitate si virulentd, cét si cele ale plantei gazda, de-
terminate de mecanismele de rezistentda specifica,
nespecificd si indusd. Rdspunsul defensiv al florii-soa-
relui a fost analizat multilateral, implicind metode
complexe si specifice (bioinformatice, morfologice,
fiziologice, biochimice si moleculare) de evaluare la
fiecare nivel de organizare (gena, celuld, organ, tesut,
organism).

REZULTATE SI DISCUTII

Complexitatea mecanismelor de aparare impune
adoptarea unor abordari integrative axate pe cuanti-
ficarea la nivel genic si proteic a principalelor enzime
implicate in biosinteza fenilpropanoizilor si mentine-
rea statutului redox. Astfel, in scopul relevarii unor
aspecte ale rezistentei nespecifice a fost realizat un
studiu integrativ care a debutat cu analize bioinforma-
tice, urmat de evaluarea profilelor transcriptomice ale
genelor, asociate interconexiunii dintre planta gazda si
patogen in sistemul H. annuus L. - O. cumana Wallr.,
la diferite faze ontogenetice ale parazitului, corelate
cu investigatii biochimice (activitatea enzimelor im-
plicate in mecanismele defensive) si histochimice ale
tesutului radicular si foliar, la genotipuri rezistente si
sensibile de floarea-soarelui.
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Tabelul 1
Rezultatele selectarii secventelor implicate in rezistenta la lupoaie [18]
Codul de acces | Descrierea | Sursa
Secvente de ADN
GM719388 | Sequence 10 from Patent W02008083198 | construct sintetic
Secvente de ARNm

DQ837214 glucan synthase-like 4 Helianthus annuus x Helianthus debilis
DQ837213 glucan synthase-like 3 Helianthus annuus x Helianthus debilis
DQ837212 glucan synthase-like 2 Helianthus annuus x Helianthus debilis
DQ837211 glucan synthase-like 1 Helianthus annuus x Helianthus debilis
AY899921 methionine synthase Helianthus annuus x Helianthus debilis
AY899920 gluthatione S-transferase (gst) Helianthus annuus x Helianthus debilis
AY899919 quinone-oxidoreductase Helianthus annuus x Helianthus debilis
AY094064 elongation factor 1 alpha Helianthus annuus x Helianthus debilis
AF071887 chalcone synthase (CHS) Helianthus annuus L.
AF074401 chalcone synthase (CHS) Orobanche cumana Wallr.

Studii bioinformatice. Aplicarea instrumentelor
bioinformatice de cercetare a permis identificarea
unor secvenfe nucleare si a proteinelor, potential im-
plicate in mecanisme nespecifice de rezistenta a flo-
rii-soarelui fatd de lupoaie.

Astfel, prin valorificarea cuvintelor-cheie Oro-
banche Resistance in bazele de date biologice, au fost
identificate 20 de secvente nucleotidice (10 secvente
ADN si 10 secvente ARNm), asociate raspunsului
defensiv a florii-soarelui fatd de Orobanche cumana
Wallr. (tabelul 1).

Secventele ADN detectate au demonstrat similari-
tate pentru gena EF575487, care codifica precursorul
D-a-fosfolipazei, formatd din 2653 de nucleotide, pe
cand secventele ARNm reprezinta genele pentru un
sir de enzime cu rol in raspunsul de apérare (glucan
sintaza, metionin sintaza, glutation S-transferaza, qui-
non oxidoreductaza, calcon sintaza).

Acelasi studiu, realizat dupa cuvintele-cheie Sun-
flower Defensin, a permis sa identificim sase sec-

vente complete sau partiale de ARNm, cinci dintre
care (AF364865, AF178635, AF178634, AF141132,
AF141131) se referd la floarea-soarelui (tabelul 2). Cea
mai specificd a fost secventa polipeptidica AAM27914
(ARNm AF364865), identificata ca HaDefI, pentru
care a fost demonstratd expresia abundenta la nivel de
radacini [19; 20].

Pentru intelegerea succesiunii de evenimente care
se produc pe parcursul expresiei diferentiate si realizd-
rii fenotipice a genelor a fost realizat un studiu, ce fine
de caracterizarea structurald si analiza dinamicii rete-
lelor reglatoare care se pot stabili intre gene, factori de
transcriptie, proteine structurale si functionale.

In scopul creirii retelelor de gene si retelelor pro-
teice intru identificarea interactiunilor dintre acestea
si caile de semnalizare la invazia patogenului, ca model
a fost utilizat genomul secventiat al plantei Arabidopsis
thaliana, in Cytoscape. Genele de interes au fost ana-
lizate privind urmatoarele aspecte: interactiunea fizi-
ca directa, co-expresia, co-localizarea la nivel celular

Tabelul 2
Rezultatele selectarii secventelor de defensine la floarea-soarelui [18]
Codul Descrierea Sursa S.e cverftaf . Functia
de acces polipeptidica
NC_003070 chromosome 1, Arabidopsis thaliana - -
complete sequence
AF364865 defensin mRNA, Helianthus annuus AAM27914 HaDef1
AF178635 defensin CUA1 mRNA Helianthus annuus AAF72043
AF178634 defensin SD2 mRNA Helianthus annuus AAF72042 SD2 y-tionind
AF141132 defensin mRNA Helianthus annuus cultivar AAF66592 | florali specifica
AF141131 defensin mRNA Helianthus annuus cultivar Line HA 401B AAF66591
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Figura 1. Reteaua de interactiune a genelor implicate in raspunsul defensiv al florii-soarelui la lupoaie [21].

sau tisular, domenele proteice comune, predictiile pe
bazi de ortologie. In consecinti, s-a stabilit o retea de
interactiune functionald intre 81 de gene implicate in
raspunsul defensiv al florii-soarelui la lupoaie, fiind
evidentiate patru clustere importante (figura 1):

* clusterele 1 si 4, care includ preponderent gene
implicate in calea de semnalizare a proteinchinazei ce
declanseaza procese celulare fundamentale, cum ar
fi cresterea, diferentierea celulara, rdspunsul la stres,
apoptoza si mediaza, in special, detecteazd stimulul
biotic si declanseaza cascada de semnalizare a china-
zei care, la randul sdu, regleaza proteinele implicate in
raspunsul la aparare;

* clusterele 2 si 3 includ, in special, gene implicate
in metabolismul speciilor reactive de oxigen (SRO),
care din cauza toxicitatii influenteaza mecanismele de
aparare a plantelor fatd de agentii patogenici genele cu
rol in biosinteza unor carbohidrati - parti componen-
te ale peretelui celular, precum celuloza, lignina, gluca-
nii etc. si care, in cadrul patosistemului H. annuus - O.
cumana, ar putea fi folosite pentru a dezvolta o bariera
mecanica impotriva patogenului si a preveni invazia.

Dintre acestea, pentru studiile transcriptomice
ulterioare au fost selectate 43 de gene din diferite cai
metabolice, precum sistemul antioxidant, cii de sem-
nalizare a acidului jasmonic si salicilic, fortificarea pe-
retelui celular, care posibil prezintd un impact major
asupra procesului fiziologic de rezistentd cu perspec-
tivd de a fi folositi in calitate de marcheri moleculari
pentru programele de ameliorare a florii-soarelui.

Pentru a determina rolul functional al genei Or5,
care conferd rezisten{d la rasa E de lupoaie, cu utiliza-
rea marcherului SCAR RTS05, cartat la distanta de 5,6
cM proximal de gena rezistentei, am evidentiat §i am
secventiat produsul de amplificare de 650 pb asociat cu
aceastd gena. Analiza structurala a succesiunii nucle-
otidice a relevat o similaritate de 100 % la toate geno-
tipurile incluse in studiu, ceea ce denota caracterul fi-
logenetic conservativ al fragmentului genomic studiat.

Analiza hartii de restrictie a succesiunii nucleoti-
dice de 650 pb a permis sa constatdm prezenta a 39

de site-uri de restrictie pentru 39 de enzime de di-
gestie, iar procesarea secventei in bazele de date - o
similaritate de 86 % cu gena ce codifica precursorul
proteinei inhibitor a enzimei poligalacturonaza (PIPG),
care inhibd poligalacturonazele secretate de parazit
si blocheazd, astfel, patrunderea haustorilor lupoaiei
printre celulele epidermale si cortexul plantei-gazda
dupa atasarea semintelor de O. cumana Wallr. [22]. De
mentionat cd familia PGIPs poseda specificitate inalta
fata de poligalacturonaze si detectarea acestora ar pu-
tea fi utila in distingerea plantelor-gazda rezistente de
cele sensibile si, eventual, ar putea contribui la intele-
gerea specificitatii fata de gazda.

Astfel, cercetdrile bioinformatice au permis identi-
ficarea unei serii de compusi - fenilalanin amonia-lia-
za (PAL), chalcon-sintetaza (CHS), chalcon-izome-
raza (CHI) si polifenloxidaza (PPO), care reprezinti
enzimele-cheie in calea metabolicd a fenilpropanoide-
lor, genele codificatoare ale enzimelor mentionate fi-
ind considerate marcheri clasici ai rdspunsului plantei
la infectie [23; 24].

Totodata, a fost elaborata o schema ipotetica pri-
vind mecanismele genetico-moleculare si fiziologice
ce stau la baza interrelatiei dintre floarea-soarelui si
lupoaie, care include componentele implicate in con-
ferirea rezistentei la nivelul peretelui celular, mem-
branelor biologice, ciilor metabolice citoplasmati-
ce. Toate aceste procese complexe de interactiune se
afld intr-o dependentd corelativd cu numerosi indici
fiziologice celulari, care intervin in expresia genelor
contribuind la formarea patosistemului H. annuus L. -
O. cumana Wallr.

Studii transcriptomice. In scopul cunoasterii
mai profunde a bazelor moleculare de interactiune
Helianthus annuus L.- Orobanche cumana Wallr. a
fost studiatd expresia in timp real a celor 43 de gene
selectate prin studii bioinformatice la genotipuri
sensibile si rezistente de floarea-soarelui, in conditii
normale si pe fondal de infectie artificiala cu lupoa-
ie, la diferite faze de dezvoltare a patogenului (figura
2a).
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Profilele activitatii genelor variaza, in functie
de faza de dezvoltare a patosistemului si de genotip,
inclusiv in cadrul aceleiasi reactii fiziologice de re-
zistentd. Astfel, in cazul unor genotipuri rezistente,
genele implicate in sinteza calozei (GSL1-4) se caracte-
rizeaza printr-o supraexpresie pronuntata (cca 200 %)
manifestatd, in special, in primele etape de stabilire a
conexiunilor mediate chimic cu semintele germinate
de lupoaie, pe cand in cazul altor forme rezistente de
floarea-soarelui se releva o stare de alarmd exprimata
preponderent prin represia sintezei ARNm. In pato-
sistemul constituit cu implicarea genotipului sensibil
de H. annuus a fost evidentiatd intensificarea semni-
ficativa a starii de stres, manifestatd prin ritmul acce-
lerat de acumulare a secventelor transcrise. In cazul
dat, sporirea continutului de transcripti ai unor gene

Relative concertration

18 21 35 53 67

Threshold (19,2)

coincide cu invazia patogenului, iar al altor gene - cu
extenuarea plantei gazda dupa dezvoltarea ldstarilor.
In activitatea anumitor gene asociate sintezei calozei
si metabolismului ligninei (PAL, C4H, 4CL1 si FAHI)
au fost puse in evidentd dependente corelative poziti-
ve (GSL2, GSL3) sau negative (PAL, C4H) la diferite
etape ontogenetice ale O. cumana [25]. Profilul sumar
al activitatii genelor APX al combinatiei incompatibi-
le nu a determinat modificdri esentiale, ceea ce indica
asupra unei bune capacitati de reglare si mentinere a
metabolismului in situatii de stres biotic [26].

Analiza comparativa generald a activitatii tran-
scriptionale a demonstrat profile diferite de expresie
(figura 2b).

Astfel, in circa 50 % de cazuri expresia genelor
ramane neschimbata pe fondalul infectiei, in timp ce
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Figura 2. Activitatea unor gene implicate in raspunsul defensiv la genotipuri de floarea-soarelui
rezistente si sensibile, cultivate in absenta si prezenta lupoaiei:
a) — expresie relativd a genelor; b) - profilul de expresie diferentiata a genelor.
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in majoritatea dintre celelalte 50 % de cazuri, expre-
sia genelor este inhibatd la genotipurile rezistente si
supraexpresatd — la genotipul sensibil. Printre genele
care si-au majorat expresia se regisesc cele asociate
cu sinteza peretelui celular, semnalizarea de aparare,
reglarea transcriptiei si a sintezei de proteine, stresul
oxidativ, metabolismul primar si secundar,

Prin urmare, invazia plantei parazit contribuie la
modificarea expresiei unui sir de gene care initiaza sau
accelereaza diverse mecanisme cu rol in asigurarea
reactiei defensive a florii-soarelui la lupoaie.

Studii proteomice. Un aspect deosebit de intere-
sant in manifestarea raspunsului imun la stresul biotic
il reprezinta biosinteza proteinelor asociate cu patoge-
neza (PR - patogenesis related proteins).

Analiza calitativa a 144 de spectre electroforetice
ale polipeptidelor obtinute prin SDS -electroforeza
proteinelor extrase din frunzele si sistemul radicular
al genotipurilor de floarea-soarelui crescute in lipsa
infestarii si pe fondal de infectie, au scos in evidentd
modificari tranzitorii ale metabolismului proteic, re-
levate in perioada de formare a tuberculilor, si o serie
de componenti care pot fi asociati cu interactiunea
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dintre planta-gazda si patogenul studiat. S-a atestat
ca atacul parazitului determind biosinteza timpurie a
unor benzi polipeptidice sau se manifesta prin intensi-
ficarea/ diminuarea coloratiei benzilor electroforetice
(figura 3a).

Analiza cantitativd a polipeptidelor utilizand
tehnologia Protein LabChip (figura 3b) a relevat di-
ferente dintre cantitatea anumitor componenti pro-
teici la etapele critice de infectie, ceea ce sugereaza ca
acestea ar putea avea un rol important in raspunsul
defensiv al plantelor la atacul patogenului. Majorita-
tea dintre polipeptidele respective poseda mase mo-
leculare similare proteinelor asociate cu rezistenta
nespecificd (PR), mediatd de un numar mare de gene
minore care au efect individual slab si actioneazd adi-
tiv, in mod egal, fatd de toate rasele agentului patogen
(tabelul 3).

Dintre proteinele PR au fost studiate peroxidaze-
le - enzime cu rol cheie in detoxifierea H,O, in tim-
pul polimerizarii dependente de peroxid a alcoolilor
hidroxicinamilici implicati in procesul de lignificare
(biosinteza ligninei), cat si a polimerizarii proteinelor
peretelui celular, cum ar fi glicoproteinele bogate in
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Figura 3. Analiza calitativa (a) si cantitativa a polipeptidelor (b) la diferite genotipuri de floarea-soarelui
in varianta control si pe fondal de lupoaie. M — marcher, kDa; Fu - intensitatea fluorescentei;
*Concentratia proteinei in ng/ul calculaté la BioAnalyzer in baza intensitatii fluorescentei.
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Tabelul 3

Benzi polipeptidice de o intensitate sporita ce se incadreaza
in diapazonul PR-proteinelor la diferite genotipuri de floarea-soarelui

Genotip | Zile Masa moleculara, kDa
36,2 | 35,5 | 28,5 | 26,8 23,1 | 20,0 | 16,5 15,7 15,1 13,4 12,7 | 12,1
15 +++ + + ++ ++
20
30 +++ ++ + ++
? 40 +++ ++ ++ +++ ++ + +++ ++ ++ + + +
50 ++ ++ ++ + + + +
60 ++ + ++ ++ ++ ++
15 + +
20 + + + + ++ ++ ++
30
d 40 + +
50
60
15 + + +
20 + + +
P 30
40
50
60 ++

hidroxiprolind si prolina, asociate cu fortificarea pe-
retilor celulari ai plantei [27-29]. De rand cu peroxi-
dazele, a fost analizata activitatea superoxiddismuta-
zei (SOD) care catalizeazd conversia radicalului liber
al superoxidului (O*) in oxigen molecular si H,O,,
a catalazei (CAT), ascorbat peroxidazei (APX) - enzi-
me antioxidante care elimina peroxidul si SRO, asigu-
rand toleranta la stresul oxidativ si rezistenta fata de
patogeni [30-33].

Astfel, studiile proteomice releva faptul cd in urma
atacului plantelor cu lupoaie are loc modificarea calita-
tivd si cantitativa a paternului polipeptidic in radacini
si frunze, precum si a grupului de enzime antioxidante

3 F

Valentino (control)

Q

in functie de genotip si faza de dezvoltare. Genotipu-
rile rezistente se caracterizeaza prin inhibarea activi-
tatii enzimatice pe toata perioada de co-cultivare sau
la etapele initiale de dezvoltare, in timp ce genotipul
sensibil mentine o stare de alerta, posibil determinata
de speciile reactive de oxigen, care si determina o ac-
tivitate sporita a grupului de enzime SOD practic pe
toatd perioada experimentald.

Studii metabolomice. Analiza comparativa pri-
vind expresia genelor si activitatea enzimaticd la cele
doua grupuri de genotipuri de floarea-soarelui a scos
in evidentd diferente semnificative, dependente de
reactia de rdspuns la atacul fitopatogenului. Cele

Valentino (infected)

Figura 4. Colorarea frunzelor de floarea-soarelui cu DAB pentru identificarea
superoxidului si peroxidului de hidrogen.
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a)
Figura 5. Dezvoltarea O. cumana pe radacinile de H. annuus [18]:
a) — tuberculi cu rddécini adventive si lastari subterani, b) si ¢) — tuberculi necrotizati cu radacini adventive.

mai mari diferente au fost inregistrate in primele
faze de infectie, relevand faptul ca dupa recunoas-
terea agentului patogen si atasarea lupoaiei de siste-
mul radicular al florii-soarelui sunt induse rapid un
sir de evenimente molecular-genetice, biochimice si
fiziologic capabile si inhibe dezvoltarea ulterioard a
patogenului.

La genotipurile rezistente, de rand cu sinteza pro-
teinelor PR si cresterea intensitatii activitatii enzimelor
oxidative, s-a constatat acumularea de lignina si calo-
za care contribuie la fortificarea peretilor celulari [34],
precum si acumularea de specii reactive de oxigen.

Astfel, analiza calitativd a peroxidului de hidrogen
(H,0,) si a anionului superoxid (O*) in frunzele pre-
levate de la plante infestate si sinatoase de floarea-soa-
relui, prin colorarea cu 3,3-diaminobenzidind (DAB),
a indicat prezenta SRO in cantitdti destul de mari,
concentrate in diferite parti ale frunzei (figura 4),
care constituie prima linie de apérare fata de atacul
patogenilor, caracterizandu-se in acelasi timp prin ci-
totoxicitate atat fata de celulele fitoparazitilor, cét si a
plantelor-gazda [35].

b)

<)

Stresul oxidativ i intensificarea expresiei gene-
lor implicate in aparare culmineaza cu un rdspuns
hipersensibil (HR) si moartea celulara programata in
punctul de infectie, care asigura stoparea raspandirii
si dezvoltarii lupoaiei in tesuturile gazdei, relevata
prin formarea necrozei la locul infectiei [32; 36; 37],
colapsul celular fiind urmat de aparitia atasamentelor
de culoare brund-rosietica (tuberculi necrotizati). De
reguld, necrotizarea incepe de la apexul lupoaiei si se
extinde spre haustoriu (figura 5).

Tuberculi necrotizati au fost constatati la majorita-
tea genotipurilor de floarea-soarelui analizate (figura 6),
manifestandu-se astfel reactia de hipersensibilitate, care
reprezintd un indiciu de incompatibilitate intre agentul
patogen si gazda. Declansarea HR-ului este, de obicei,
un eveniment extrem de specific, mediat de un set de
gene R (de rezistentd) capabile sd detecteze tipul de
patogen prin recunoasterea proteinelor Avr (de aviru-
lentd) codificate si sintetizate de parazit, reprezentand o
caracteristicd evidenta a interactiunii de tip R-Avr [23].

mseminte atagate  mtuberculi

w tuberculi cu rddacini adventive  m lastari subterani

m ldstari aerieni

45+

40+

351

30+

25+

20+

Nr. atagamente per planti

154

10+
5
0-

Figura 6. Dinamica cresterii si dezvoltarii lupoaiei pe sistemul radicular la floarea-soarelui [18].
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CONCLUZII

Pe parcursul evolutiei, plantele au dezvoltat meca-
nisme de rezistentd deosebit de complexe, care antre-
neaza modificdri ale expresiei genice in tesutul vegetal
afectat, stimularea activitatii unor enzime care apar{in
arsenalului de aparare a plantei, producerea unor me-
taboliti care au efect toxic asupra parazitului sau care
consolideaza structurile celulare, pentru a limita efec-
tele nocive ale acestuia.

Generalizind datele obtinute la diferite nivele de
analiza, in functie de etapele de dezvoltare a patosiste-
mului si de natura geneticd a hibrizilor inclusi in stu-
diu, s-a remarcat cd gradul de adaptare la fluctuatiile
interne induse de lupoaie depinde atat de agresivita-
tea, virulenta si frecventa plantei parazit, cit si de ca-
pacitatea de reglare a rezervelor de substanta si ener-
gie metabolica necesarda mentinerii starii fiziologice de
rezistentd a florii-soarelui.

Astfel, s-a stabilit cd in urma infectarii florii-soa-
relui de citre holoparazit, se induc un sir de reactii de
aparare, care sporesc rezistenta plantelor la infectarea
curentd sau ulterioard. A fost identificata acumularea
ligninei si calozei ca fenilpropanoizi, care asigura for-
tificarea peretelui celular si, respectiv, impiedica pe-
netrarea i atasarea patogenului la sistemul radicular
al gazdei. Totodata, ca reactie de raspuns la atacul pa-
togenului, s-a relevat activarea/inhibarea transcriptiei
unor gene si activitatii unor enzime, modificarea can-
titativa si calitativa a unor proteine asociate cu patoge-
neza, precum si generarea si acumularea SRO.

Cunoagsterea factorilor moleculari si genetici de
rezistenta la lupoaie, precum si a mecanismelor fizio-
logice de protectie, va facilita procesul de creare a hi-
brizilor rezistenti la Orobanche cumana Wallr.
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Eudochia Robu. Flori de floarea-soarelui, 2017, 500 x 400 mm
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