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inTroducere

Datorită apariției și dezvoltării noilor tehnologii, 
succeselor în ameliorarea asistată de marcheri, ex-
tinderii semnificative a suprafețelor cultivate, irigării 
și utilizării altor resurse naturale, în ultimele decenii 
producția agricolă la nivel mondial a crescut semnifi-
cativ, practic dublându-se în perioada 1960–2018. Cu 
toate acestea, sectorul agricol, inclusiv ramura de creș-
tere și cultivare a florii-soarelui, se confruntă cu mul-
tiple riscuri naturale, în special, cu expansiunea unor 
boli și dăunători care  cauzează anual pierderi de până 
la 40 % din producție.

În condițiile tehnologiilor actuale, agroecosiste-
mul florii-soarelui cuprinde un complex de agenți fito-
patogeni, în mare măsură, comuni pentru țările ce cul-
tivă această plantă oleaginoasă. Cele mai devastatoare 
boli sunt provocate de atacul ciupercilor fitopatogene: 

Plasmopara halstedii (mana), Sclerotinia sclerotiorum 
(putregaiul alb), botrytis cinerea (putregaiul cenușiu) 
și de fanerogama parazită - lupoaia (Orobanche cuma-
na Wallr.) [1].  Pe lângă acestea, o serie de boli, ca pă-
tarea neagră (Phoma sp.), rugina (Puccinia helianthi), 
vestejirea (verticillium dahliae), putrezirea rădăcinilor 
și tulpinilor (Macrophomina phaseoli), pot constitui 
un pericol potențial, fiind semnalate tot mai des în 
culturile de floarea-soarelui [2]. 

O situație similară se atestă la nivelul Republicii 
Moldova, unde floarea-soarelui, fiind principala sursă 
de ulei utilizat în alimentare, se plasează pe locul trei 
după porumb și grâu. Datorită profitabilității cultu-
rii în ultimii ani s-au extins considerabil suprafeţele 
ocupate de floarea-soarelui (cca 370 mii ha), acestea 
depășind esențial cota limită admisă în asolamente. 
Exploatarea iraționala a terenurilor, nerespectarea ter-
menilor de rotație a culturilor în asolamente, în jonc-
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Rezumat. Fanerogama parazită – lupoaia (Orobanche cumana Wallr.) –, este unul dintre  principalii factori limitativi ai 
producției de floarea-soarelui, cauzând scăderea semnificativă a randamentului și calităţii uleiului, care variază în funcție 
de gradul de atac, virulența și agresivitatea raselor. Cercetarea și cunoașterea evoluției din cadrul populațiilor de lupoaie, 
evaluarea germoplasmei de floarea-soarelui și elucidarea controlului genetic al interacțiunilor gazdă-parazit rămân a fi 
cruciale pentru organizarea unor programe eficiente de ameliorare a plantelor la rezistență. În acest context, prezentul 
studiu pune în evidență un șir de particularități ale mecanismelor de rezistență la factorii biotici, precum și ale unor 
fenomene biologice generale, pe baza patosistemului H. annuus L. – O. cumana Wallr., valorificând o abordare multidis-
ciplinară și integrativă, axată pe relevarea diferitor aspecte ce ţin de studiul complex al genelor, de expresia acestora 
la nivel de ARN și proteine, precum și de elucidarea bazelor genetico-moleculare și fiziologo-biochimice de realizare 
fenotipică a factorilor ereditari. 
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țiune cu influența factorilor extremi de mediu deter-
minați de actualele schimbări climatice, au contribuit 
la răspândirea și sporirea agresivității diferitor agenți 
patogeni [3].

Principalul factor limitativ al producției de floa-
rea-soarelui este lupoaia, care în ultimii 10-15 ani se 
remarcă prin apariția noilor rase cu agresivitate spo-
rită și extinderea spre noi areale geografice. Astfel, 
dacă anterior patogenul era răspândit, în special, în 
zonele centrale și de Sud-Est ale Republicii Moldova 
[4], actualmente, lupoaia este semnalată inclusiv în 
partea de nord a țării [5]. Această plantă parazit cau-
zează pierderi de productivitate, conducând la scăderi 
semnificative ale randamentului și calităţii uleiului, 
care variază în funcție de gradul de atac, virulența și 
agresivitatea raselor.

La floarea-soarelui se disting opt rase fiziologice  
(A - H) de lupoaie și opt gene dominante (Or1 – Or8), 
care asigură rezistența monogenică (verticală, oligoge-
nică) a culturii bazată pe principiul genă-pentru-genă 
[6]. De remarcat însă că acest tip de rezistență și me-
canismele specifice determinate de interacţiunea între 
genele Or ale plantei gazdă și genele Avr (Avirulence) 
ale lupoaiei [7], care declanșează activarea unor casca-
de de semnalizare și asigură răspunsul de apărare este 
caracteristică, în special, pentru primele cinci rase ale 
patogenului [8]. Odată cu apariția unor rase mai agre-
sive (f-H) se manifestă un caracter poligenic de rezis-
tență, determinat de efectul cumulativ al unui șir de 
gene de rezistenţă, atât dominante, cât și recesive [9]. 
Astfel, interacțiunea helianthus annuus L. – Orobanche 
cumana Wallr. constituie o formă de interrelații apăru-
tă pe parcursul co-evoluției acestor două specii, repre-
zentând un important model de studiu al rezistenței.

Deși existenţa factorilor genetici în cadrul forme-
lor de cultură și al speciilor sălbatice (helianthus ma-
ximiliani Schrader, h. tuberosum L., h. grosseserratus 
Martens, h. divaricatus L. etc. [10]) a facilitat efortu-
rile amelioratorilor, obţinerea unei rezistenţe absolute 
este extrem de dificilă. Această problemă este determi-
nată, pe de o parte, de evoluţia rapidă a raselor de lu-
poaie, iar pe de altă parte – de cunoașterea insuficientă 
a rolului funcţional al genelor Or, astfel încât se impu-
ne analiza complexă a interacţiunii dintre agentul pa-
togen și gazdă, relație aflată într-o strânsă dependenţă 
de particularităţile fiziologice ale parazitului (afinita-
te, agresivitate și virulenţă), de caracteristicile plantei  
gazdă (rezistenţă nespecifică, specifică și indusă), pre-
cum și de acţiunea factorilor de mediu. 

O atenție deosebită în programele de ameliorare 
se acordă inclusiv obținerii hibrizilor ce posedă rezis-
tenţă nespecifică, numită și generală sau comună, care 
se manifestă în mod egal față de toate rasele sau bio-

tipurile agentului patogen, fiind considerată cea mai 
durabilă și stabilă [11; 12]. Rezistența nespecifică a 
florii-soarelui la lupoaia este determinată de activarea 
a două tipuri de mecanisme pre-haustoriale și post-
haustoriale [13], primul acționând la nivelul cortexu-
lui sau endodermei plantei gazdă prin fortificarea 
pereților celulari și blocarea patogenului [14], iar cel 
de-al doilea inițiindu-se după pătrunderea haustoru-
lui în cilindrul central [15-17]. 

Complexitatea mecanismelor de apărare impune 
adoptarea unor abordări multidisciplinare și integrati-
ve axate pe relevarea diferitor aspecte ce ţin de studiul 
complex al genelor, de expresia acestora la nivel de 
ARN și proteine, precum și de elucidarea bazelor ge-
netico-moleculare și fiziologo-biochimice de realizare 
fenotipică a factorilor ereditari. Din aceste consideren-
te, o prioritate strategică și metodologică a cercetărilor 
prezentate constituie identificarea mecanismelor gene-
tico-moleculare și fiziologice ale rezistenţei și elucida-
rea unor noi aspecte ale fenomenelor biologice generale 
pe baza patosistemului h. annuus L. – O. cumana Wallr. 

MeTodologia cerceTărilor

Interacţiunea gazdă-parazit a fost studiată pe 
modelul patosistemului h. annuus L. – O. cumana 
Wallr. atât sub aspectul particularităţilor fiziologice 
ale parazitului, care se reflectă prin afinitate, agre-
sivitate și virulenţă, cât și cele ale plantei gazdă, de-
terminate de mecanismele de rezistenţă specifică, 
nespecifică și indusă. Răspunsul defensiv al florii-soa-
relui a fost analizat multilateral, implicând metode 
complexe și specifice (bioinformatice, morfologice, 
fiziologice, biochimice și moleculare) de evaluare la 
fiecare nivel de organizare (genă, celulă, organ, țesut,  
organism). 

rezulTaTe Și discuții

Complexitatea mecanismelor de apărare impune 
adoptarea unor abordări integrative axate pe cuanti-
ficarea la nivel genic și proteic a principalelor enzime 
implicate în biosinteza fenilpropanoizilor și menține-
rea statutului redox. Astfel, în scopul relevării unor 
aspecte ale rezistenței 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 gazdă și 
patogen în sistemul h. annuus L. – O. cumana Wallr., 
la diferite faze ontogenetice ale parazitului, corelate 
cu investigații biochimice (activitatea enzimelor im-
plicate în mecanismele defensive) și histochimice ale 
țesutului radicular și foliar, la genotipuri rezistente și 
sensibile de floarea-soarelui.
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Studii bioinformatice. Aplicarea instrumentelor 
bioinformatice de cercetare a permis identificarea 
unor secvenţe nucleare și a proteinelor, potenţial im-
plicate în mecanisme nespecifice de rezistenţă a flo-
rii-soarelui faţă de lupoaie. 

Astfel, prin valorificarea cuvintelor-cheie Oro-
banche Resistance în bazele de date biologice, au fost 
identificate 20 de secvenţe nucleotidice (10 secvenţe 
ADN și 10 secvenţe ARNm), asociate răspunsului 
defensiv a florii-soarelui faţă de Orobanche cumana 
Wallr. (tabelul 1).  

Secvențele ADN detectate au demonstrat similari-
tate pentru gena EF575487, care codifică precursorul 
D-α–fosfolipazei, formată din 2653 de nucleotide, pe 
când secvenţele ARNm reprezintă genele pentru un 
șir de enzime cu rol în răspunsul de apărare (glucan 
sintaza, metionin sintaza, glutation S-transferaza, qui-
non oxidoreductaza, calcon sintaza).

Același studiu, realizat după cuvintele-cheie Sun-
flower Defensin, a permis să identificăm șase sec-

venţe complete sau parţiale de ARNm, cinci dintre 
care (Af364865, Af178635, Af178634, Af141132, 
Af141131) se referă la floarea-soarelui (tabelul 2). Cea 
mai specifică a fost secvenţa polipeptidică AAM27914 
(ARNm Af364865), identificată ca haDef1, pentru 
care a fost demonstrată expresia abundentă la nivel de 
rădăcini [19; 20].

Pentru înțelegerea succesiunii de evenimente care 
se produc pe parcursul expresiei diferenţiate și realiză-
rii fenotipice a genelor a fost realizat un studiu, ce ţine 
de caracterizarea structurală și analiza dinamicii reţe-
lelor reglatoare care se pot stabili între gene, factori de 
transcripție, proteine structurale și funcționale.

În scopul creării rețelelor de gene și rețelelor pro-
teice întru identificarea interacțiunilor dintre acestea 
și căile de semnalizare la invazia patogenului, ca model 
a fost utilizat genomul secvențiat al plantei Arabidopsis 
thaliana, în Cytoscape. genele de interes au fost ana-
lizate privind următoarele aspecte: interacţiunea fizi-
că directă, co-expresia, co-localizarea la nivel celular 

Tabelul 1 
rezultatele selectării secvenţelor implicate în rezistenţa la lupoaie [18]

codul de acces descrierea sursa
Secvenţe de ADN

GM719388 Sequence 10 from Patent WO2008083198 construct sintetic 
Secvenţe 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.

Tabelul 2 
rezultatele selectării secvenţelor de defensine la floarea-soarelui [18]

codul  
de acces descrierea sursa secvenţa  

polipeptidică Funcţia

NC_003070 chromosome 1,  
complete sequence Arabidopsis thaliana - -

Af364865 defensin mRNA, helianthus annuus AAM27914 HaDef1
Af178635 defensin CuA1 mRNA helianthus annuus AAf72043

SD2 γ-tionină 
florală specifică

Af178634 defensin SD2 mRNA helianthus annuus AAf72042
Af141132 defensin mRNA helianthus annuus cultivar AAf66592
Af141131 defensin mRNA helianthus annuus cultivar Line HA 401B AAf66591
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sau tisular, domenele proteice comune, predicţiile pe 
bază de ortologie. În consecință, s-a stabilit o rețea de 
interacțiune funcțională între 81 de gene implicate în 
răspunsul defensiv al florii-soarelui la lupoaie, fiind 
evidențiate patru clustere importante (figura 1): 

 ▪ clusterele 1 și 4, care includ preponderent gene 
implicate în calea de semnalizare a proteinchinazei ce 
declanșează procese celulare fundamentale, cum ar 
fi creșterea, diferențierea celulară, răspunsul la stres, 
apoptoza și mediază, în special, detectează stimulul 
biotic și declanșează cascada de semnalizare a china-
zei care, la rândul său, reglează proteinele implicate în 
răspunsul la apărare;

 ▪ clusterele 2 și 3 includ, în special, gene implicate 
în metabolismul speciilor reactive de oxigen (sro), 
care din cauza toxicității influențează mecanismele de 
apărare a plantelor față de agenții patogenici genele cu 
rol în biosinteza unor carbohidrați – părți componen-
te ale peretelui celular, precum celuloza, lignina, gluca-
nii etc. și care, în cadrul patosistemului h. annuus – O. 
cumana, ar putea fi folosite pentru a dezvolta o barieră 
mecanică împotriva patogenului și a preveni invazia. 

Dintre acestea, pentru studiile transcriptomice 
ulterioare au fost selectate 43 de gene din diferite căi 
metabolice, precum sistemul antioxidant, căi de sem-
nalizare a acidului jasmonic și salicilic, fortificarea pe-
retelui celular, care posibil prezintă un impact major 
asupra procesului fiziologic de rezistență cu perspec-
tivă de a fi folosiți în calitate de marcheri moleculari 
pentru programele de ameliorare a florii-soarelui. 

Pentru a determina rolul funcţional al genei Or5, 
care conferă rezistenţă la rasa E de lupoaie, cu utiliza-
rea marcherului SCAR RTS05, cartat la distanţa de 5,6 
cM proximal de gena rezistenţei, am evidenţiat și am 
secvenţiat produsul de amplificare de 650 pb asociat cu 
această gena. Analiza structurală a succesiunii nucle-
otidice a relevat o similaritate de 100 % la toate geno-
tipurile incluse în studiu, ceea ce denotă caracterul fi-
logenetic conservativ al fragmentului genomic studiat. 

Analiza hărţii de restricţie a succesiunii nucleoti-
dice de 650 pb a permis să constatăm prezenţa a 39 

de site-uri de restricţie pentru 39 de enzime de di-
gestie, iar procesarea secvenţei în bazele de date – o 
similaritate de 86 % cu gena ce codifică precursorul 
proteinei inhibitor a enzimei poligalacturonaza (PIPg),  
care inhibă poligalacturonazele secretate de parazit 
și blochează, astfel, pătrunderea haustorilor lupoaiei 
printre celulele epidermale și cortexul plantei-gazdă 
după atașarea seminţelor de O. cumana Wallr. [22]. De 
menționat că familia PgIPs posedă specificitate înaltă 
faţă de poligalacturonaze și detectarea acestora ar pu-
tea fi utilă în distingerea plantelor-gazdă rezistente de 
cele sensibile și, eventual, ar putea contribui la înţele-
gerea specificităţii faţă de gazdă. 

Astfel, cercetările bioinformatice au permis identi-
ficarea unei serii de compuși – fenilalanin amonia-lia-
za (PAL), chalcon-sintetaza (CHS), chalcon-izome-
raza (CHI) și polifenloxidaza (PPO), care reprezintă 
enzimele-cheie în calea metabolică a fenilpropanoide-
lor, genele codificatoare ale enzimelor menționate fi-
ind considerate marcheri clasici ai răspunsului plantei 
la infecţie [23; 24]. 

Totodată, a fost elaborată o schemă ipotetică pri-
vind mecanismele genetico-moleculare și fiziologice 
ce stau la baza interrelaţiei dintre floarea-soarelui și 
lupoaie, care include componentele implicate în con-
ferirea rezistenţei la nivelul peretelui celular, mem-
branelor biologice, căilor metabolice citoplasmati-
ce. Toate aceste procese complexe de interacţiune se 
află într-o dependenţă corelativă cu numeroși indici 
fiziologice celulari, care intervin în expresia genelor 
contribuind la formarea patosistemului h. annuus L. -  
O. cumana Wallr.

Studii transcriptomice. În scopul cunoașterii 
mai profunde a bazelor moleculare de interacțiune 
helianthus annuus L.- Orobanche cumana Wallr. a 
fost studiată expresia în timp real a celor 43 de gene 
selectate prin studii bioinformatice la genotipuri 
sensibile și rezistente de floarea-soarelui, în condiții 
normale și pe fondal de infecție artificială cu lupoa-
ie, la diferite faze de dezvoltare a patogenului (figura 
2a). 

Figura 1. Rețeaua de interacțiune a genelor implicate în răspunsul defensiv al florii-soarelui la lupoaie [21].

          1         2    3   4
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Profilele activității genelor variază, în funcție 
de faza de dezvoltare a patosistemului și de genotip, 
inclusiv în cadrul aceleiași reacții fiziologice de re-
zistență. Astfel, în cazul unor genotipuri rezistente, 
genele implicate în sinteza calozei (GSL1-4) se caracte-
rizează printr-o supraexpresie pronunțată (cca 200 %)  
manifestată, în special, în primele etape de stabilire a 
conexiunilor mediate chimic cu semințele germinate 
de lupoaie, pe când în cazul altor forme rezistente de 
floarea-soarelui se relevă o stare de alarmă exprimată 
preponderent prin represia sintezei ARNm. În pato-
sistemul constituit cu implicarea genotipului sensibil 
de h. annuus a fost evidențiată intensificarea semni-
ficativă a stării de stres, manifestată prin ritmul acce-
lerat de acumulare a secvențelor transcrise. În cazul 
dat, sporirea conținutului de transcripți ai unor gene 

coincide cu invazia patogenului, iar al altor gene – cu 
extenuarea plantei gazdă după dezvoltarea lăstarilor. 
În activitatea anumitor gene asociate sintezei calozei 
și metabolismului ligninei (PAL, C4h, 4CL1 și FAh1) 
au fost puse în evidență dependențe corelative poziti-
ve (GSL2, GSL3) sau negative (PAL, C4h) la diferite 
etape ontogenetice ale O. cumana [25]. Profilul sumar 
al activității genelor APX al combinației incompatibi-
le nu a determinat modificări esențiale, ceea ce indică 
asupra unei bune capacități de reglare și menținere a 
metabolismului în situații de stres biotic [26]. 

Analiza comparativă generală a activității tran-
scripționale a demonstrat profile diferite de expresie 
(figura 2b). 

Astfel, în circa 50 % de cazuri expresia genelor 
rămâne neschimbata pe fondalul infecției, în timp ce 
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         Figura 2. Activitatea unor gene implicate în răspunsul defensiv la genotipuri de floarea-soarelui  
rezistente și sensibile, cultivate în absența și prezența lupoaiei:

a) – expresie relativă a genelor; b) – profilul de expresie diferențiată a genelor.
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în majoritatea dintre celelalte 50 % de cazuri, expre-
sia genelor este inhibată la genotipurile rezistente și 
supraexpresată – la genotipul sensibil. Printre genele 
care și-au majorat expresia se regăsesc cele asociate 
cu sinteza peretelui celular, semnalizarea de apărare, 
reglarea transcripției și a sintezei de proteine, stresul 
oxidativ, metabolismul primar și secundar, 

Prin urmare, invazia plantei parazit contribuie la 
modificarea expresiei unui șir de gene care inițiază sau 
accelerează diverse mecanisme cu rol în asigurarea 
reacției defensive a florii-soarelui la lupoaie.

Studii proteomice. un aspect deosebit de intere-
sant în manifestarea răspunsului imun la stresul biotic 
îl reprezintă biosinteza proteinelor asociate cu patoge-
neza (PR – patogenesis related proteins).

Analiza calitativă a 144 de spectre electroforetice 
ale polipeptidelor obţinute prin SDS –electroforeza 
proteinelor extrase din frunzele și sistemul radicular 
al genotipurilor de floarea-soarelui crescute în lipsa 
infestării și pe fondal de infecție, au scos în evidenţă 
modificări tranzitorii ale metabolismului proteic, re-
levate în perioadă de formare a tuberculilor, și o serie 
de componenţi care pot fi asociaţi cu interacţiunea 

dintre planta-gazdă și patogenul studiat. S-a atestat 
că atacul parazitului determină biosinteza timpurie a 
unor benzi polipeptidice sau se manifestă prin intensi-
ficarea/ diminuarea coloraţiei benzilor electroforetice 
(figura 3a). 

Analiza cantitativă a polipeptidelor utilizând 
tehnologia Protein LabChip (figura 3b) a relevat di-
ferențe dintre cantitatea anumitor componenţi pro-
teici la etapele critice de infecţie, ceea ce sugerează că 
acestea ar putea avea un rol important în răspunsul 
defensiv al plantelor la atacul patogenului. Majorita-
tea dintre polipeptidele respective posedă mase mo-
leculare similare proteinelor asociate cu rezistenţa 
nespecifică (PR), mediată de un număr mare de gene 
minore care au efect individual slab și acţionează adi-
tiv, în mod egal, faţă de toate rasele agentului patogen 
(tabelul 3). 

Dintre  proteinele PR au fost studiate  peroxidaze-
le –  enzime cu rol cheie în detoxifierea H2O2 în tim-
pul polimerizării dependente de peroxid a alcoolilor 
hidroxicinamilici implicați în procesul de lignificare 
(biosinteza ligninei), cât și a polimerizării proteinelor 
peretelui celular, cum ar fi glicoproteinele bogate în 

Figura 3. Analiza calitativă (a) și cantitativă a polipeptidelor (b) la diferite genotipuri de floarea-soarelui  
în varianta control și pe fondal de lupoaie. M – marcher, kDa; fu – intensitatea fluorescenţei;  

*Concentraţia proteinei în ng/μl calculată la BioAnalyzer în baza intensităţii fluorescenţei.

a)

b)
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Tabelul 3 
Benzi polipeptidice de o intensitate sporită ce se încadrează  

în diapazonul Pr-proteinelor la diferite genotipuri de floarea-soarelui 
genotip zile Masa moleculară, 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 +
40 + +
50
60

f1

15 + + +
20 + + +
30
40
50
60 ++

hidroxiprolină și prolină, asociate cu fortificarea pe-
reților celulari ai plantei [27-29]. De rând cu peroxi-
dazele, a fost analizată activitatea superoxiddismuta-
zei (SOD) care catalizează conversia radicalului liber 
al superoxidului (O2-) în oxigen molecular și H2O2,  
a catalazei (CAT), ascorbat peroxidazei (APX) – enzi-
me antioxidante care elimină peroxidul și SRO, asigu-
rând toleranța la stresul oxidativ și rezistența față de 
patogeni [30-33]. 

Astfel, studiile proteomice relevă faptul că în urma 
atacului plantelor cu lupoaie are loc modificarea calita-
tivă și cantitativă a paternului polipeptidic în rădăcini 
și frunze, precum și a grupului de enzime antioxidante 

în funcție de genotip și fază de dezvoltare. genotipu-
rile rezistente se caracterizează prin inhibarea activi-
tății enzimatice pe toată perioada de co-cultivare sau 
la etapele inițiale de dezvoltare, în timp ce genotipul 
sensibil menține o stare de alertă, posibil determinată 
de speciile reactive de oxigen, care și determină o ac-
tivitate sporită a grupului de enzime SOD practic pe 
toată perioada experimentală.

Studii metabolomice. Analiza comparativă pri-
vind expresia genelor și activitatea enzimatică la cele 
două grupuri de genotipuri de floarea-soarelui a scos 
în evidenţă diferenţe semnificative, dependente de 
reacţia de răspuns la atacul fitopatogenului.  Cele 

Figura 4. Colorarea frunzelor de floarea-soarelui cu DAB pentru identificarea  
superoxidului și peroxidului de hidrogen.



şTIINţE bIologIcE

Akademos 4/2019| 41

mai mari diferențe au fost înregistrate în primele 
faze de infecţie, relevând faptul că după recunoaș-
terea agentului patogen și atașarea lupoaiei de siste-
mul radicular al florii-soarelui sunt induse rapid un 
șir de evenimente molecular-genetice, biochimice și 
fiziologic capabile să inhibe dezvoltarea ulterioară a 
patogenului.  

La genotipurile rezistente, de rând cu sinteza pro-
teinelor PR și creșterea intensităţii activităţii enzimelor 
oxidative, s-a constatat acumularea de lignină și calo-
ză care contribuie la fortificarea pereților celulari [34],  
precum și acumularea de specii reactive de oxigen. 

Astfel, analiza calitativă a peroxidului de hidrogen 
(H2O2) și a anionului superoxid (O2-) în frunzele pre-
levate de la plante infestate și sănătoase de floarea-soa-
relui, prin colorarea cu 3,3-diaminobenzidină (DAB), 
a indicat prezenţa SRO în cantităţi destul de mari, 
concentrate în diferite părți ale frunzei (figura 4),  
care constituie prima linie de apărare față de atacul 
patogenilor, caracterizându-se în același timp prin ci-
totoxicitate atât față de celulele fitoparaziților, cât și a 
plantelor-gazdă [35].

Figura 5. Dezvoltarea O. cumana pe rădăcinile de h. annuus [18]:   
a) – tuberculi cu rădăcini adventive și lăstari subterani, b) și c) – tuberculi necrotizaţi cu rădăcini adventive. 

Stresul oxidativ și intensificarea expresiei gene-
lor implicate în apărare culminează cu un răspuns 
hipersensibil (HR) și moartea celulară programată în 
punctul de infecţie, care asigură stoparea răspândirii 
și dezvoltării lupoaiei în țesuturile gazdei, relevată 
prin formarea necrozei la locul infecţiei [32; 36; 37], 
colapsul celular fiind urmat de apariţia atașamentelor 
de culoare brună-roșietică (tuberculi necrotizaţi). De 
regulă, necrotizarea începe de la apexul lupoaiei și se 
extinde spre haustoriu (figura 5). 

Tuberculi necrotizaţi au fost constatați la majorita-
tea genotipurilor de floarea-soarelui analizate (figura 6), 
manifestându-se astfel reacţia de hipersensibilitate, care 
reprezintă un indiciu de incompatibilitate între agentul 
patogen și gazdă. Declanșarea HR-ului este, de obicei, 
un eveniment extrem de specific, mediat de un set de 
gene R (de rezistenţă) capabile să detecteze tipul de 
patogen prin recunoașterea proteinelor Avr (de aviru-
lenţă) codificate și sintetizate de parazit, reprezentând o 
caracteristică evidentă a interacţiunii de tip R-Avr [23]. 

Figura 6. Dinamica creșterii și dezvoltării lupoaiei pe sistemul radicular la floarea-soarelui [18].

a)               b)                                        c)
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concluzii

Pe parcursul evoluției, plantele au dezvoltat meca-
nisme de rezistență deosebit de complexe, care antre-
nează modificări ale expresiei genice în ţesutul vegetal 
afectat, stimularea activității unor enzime care aparţin 
arsenalului de apărare a plantei, producerea unor me-
taboliţi care au efect toxic asupra parazitului sau care 
consolidează structurile celulare, pentru a limita efec-
tele nocive ale acestuia.

generalizând datele obținute la diferite nivele de 
analiză, în funcție de etapele de dezvoltare a patosiste-
mului și de natura genetică a hibrizilor incluși în stu-
diu, s-a  remarcat că gradul de adaptare la fluctuațiile 
interne induse de lupoaie depinde atât de agresivita-
tea, virulența și frecvența plantei parazit, cât și de ca-
pacitatea de reglare a rezervelor de substanță și ener-
gie metabolică necesară menținerii stării fiziologice de 
rezistență a florii-soarelui. 

Astfel, s-a stabilit că în urma infectării florii-soa-
relui de către holoparazit, se induc un șir de reacţii de 
apărare, care sporesc rezistenţa plantelor la infectarea 
curentă sau ulterioară. A fost identificată acumularea 
ligninei și calozei ca fenilpropanoizi, care asigură for-
tificarea peretelui celular și, respectiv, împiedică pe-
netrarea și atașarea patogenului la sistemul radicular 
al gazdei. Totodată, ca reacție de răspuns la atacul pa-
togenului, s-a relevat activarea/inhibarea transcripţiei 
unor gene și activității unor enzime, modificarea can-
titativă și calitativă a unor proteine asociate cu patoge-
neza, precum și generarea și acumularea SRO. 

Cunoașterea factorilor moleculari și genetici de 
rezistenţă la lupoaie, precum și a mecanismelor  fizio-
logice de protecţie, va facilita procesul de creare a hi-
brizilor rezistenți la Orobanche cumana Wallr.
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