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GENES CATA1-CATA4 EXPRESSION IN DIFFERENT SUNFLOWER HYBRIDS AT THE PRE-ATTACHMENT PHASE OF

INTERACTION WITH OROBANCHE CUMANA

Summary. The transcriptional response of genes encoding isoforms of catalase (CATA1-CATA4) was investigated in the
roots of two F1 sunflower hybrids with genetic resistance to Orobanche cumana (Favorit and P64LE20) and a susceptible
hybrid (Performer), exposed to biotic stress during the pre-attachment phase of the host-parasite interaction. A compara-
tive analysis of gene expression (QPCR), conducted both under optimal cultivation conditions and in the presence of biotic
stress induced by germinated parasite seeds, at different time intervals (2, 6, 12, 24 hours post-inoculation), revealed dis-
tinct expression profiles. In the case of the F1 hybrid Favorit, an early and dynamic response was observed, characterized
by successive activations and inhibitions of catalase gene expression, indicative of an effective adaptive strategy for anti-
oxidant defense. The second resistant hybrid, P64LE20, exhibited a more delayed response, but it was more moderate and
synchronized compared to Favorit, suggesting the presence of genetic variations in the mechanisms regulating resistance
to O.cumana. In the case of the susceptible hybrid Performer, a biphasic response was observed, characterized by an exces-
sively strong activation of gene expression in the first hours, followed by strong repression at 24 hours after co-cultivation
with the pathogen, indicating an imbalance in antioxidant mechanisms and a reduced defensive capacity.

Keywords: catalase, sunflower, host-parasite interaction, broomrape, gPCR, oxidative stress.

Rezumat. A fost investigat raspunsul transcriptional al genelor care codifica izoforme ale catalazei (CATAT-CATA4)
in raddcinile a doi hibrizi F, de floarea-soarelui cu rezistenta genetica la Orobanche cumana (Favorit i P64LE20) si al unui
hibrid susceptibil (Performer), expusi stresului biotic in faza de pre-atasare a interactiunii gazda-parazit. Analiza com-
parativa a expresiei genice (qPCR), realizata atat in conditii optime de cultivare, cat si in prezenta stresului biotic indus
de semintele germinate ale parazitului la diferite intervale de timp (2, 6, 12, 24 ore post-inoculare), a evidentiat profile
de expresie distincte. In cazul hibridului F1 Favorit a fost observat un raspuns timpuriu si dinamic, caracterizat prin ac-
tivari si inhibdri succesive ale expresiei genelor catalazice, indicativ pentru o strategie adaptativa eficienta de aparare
antioxidanta. Al doilea hibrid rezistent, P64LE20, a prezentat un rdspuns mai intarziat, insa mai moderat si sincronizat
comparativ cu F, Favorit, ceea ce sugereazd existenta unor variatii genetice in mecanismele de reglare a rezistentei la
O. cumana. In cazul hibridului susceptibil Performer, s-a observat un raspuns bifazic, caracterizat printr-o activare ex-
cesiva a expresiei genelor in primele ore, urmata de o represie accentuata la 24 de ore de la co-cultivare cu patogenul,
indicand un dezechilibru in mecanismele antioxidante si o capacitate defensiva redusa.

Cuvinte-cheie: catalaza, floarea-soarelui, interactiune gazda-parazit, lupoaie, qPCR, stres oxidativ.
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INTRODUCERE

Ciclul de viatd al plantelor parazite, inclusiv al celor
din genul Orobanche, cuprinde etapele de pre-atasare si
post-atasare la planta gazda [1; 2; 3]. Succesul stabilirii
interactiunii de compatibilitate planta-parazit depinde
in mare masurd de eficienta mecanismelor de recu-
noastere si comunicare biochimica care au loc in faza de
pre-atasare. Astfel, potentialul de invazie al patogenului
este determinat de capacitatea acestuia de a detecta si
interpreta semnalele emise de rddécina gazdei [4; 5].

Plantele, care au dezvoltat anumite mecanisme de
raspuns la evenimentele de semnalizare specifice fazei
de pre-atasare, pot perturba dezvoltarea patogenului
si, in cele din urma, invada gazda [6]. In pofida re-
levantei evidente a acestei etape timpurii in formarea
patosistemului, mecanismele moleculare si biochimi-
ce implicate in dezvoltarea rezistentei de pre-atasare
sunt insuficient cunoscute.

Unul dintre cele mai bine documentate raspunsuri
ale plantelor la stresul biotic este acumularea speciilor
reactive ale oxigenului (SRO), care actioneaza atat ca
molecule semnal [7], cat si ca agenti ce provoaca de-
teriorari celulare [6; 8]. Acest dezechilibru redox ge-
nereaza stres oxidativ, iar plantele dispun de o retea
complexd de enzime antioxidante pentru a-si mentine
homeostazia celulard. Catalazele (H,0,: H,0, oxido-
reductaze; EC 1.11.1.6) au un rol esential in detoxifie-
rea peroxidului de hidrogen (H,0,), una dintre cele
mai stabile si potential toxice forme de SRO [9].

Desi activitatea enzimelor antioxidante, inclusiv a
catalazelor, este studiatd in etapele avansate de dezvol-
tare a patosistemului (formarea haustoriilor, penetra-
rea tesuturilor gazdei) [6], cercetdrile privind expresia
si reglarea izoformelor de catalaza in faza pre-atasare
sunt limitate. Aceste investigatii sunt cu atat mai rele-
vante, cu cét radécinile reprezinta situsul de contact
initial intre gazdd si parazit, iar rdspunsurile mole-
culare la nivelul acestui organ pot influenta decisiv
nivelul de compatibilitate sau de rezistentd al plantei
gazda. Astfel, deja in etapa de pre-atasare, pot exista
diferente semnificative intre sistemele gazda-parazit
compatibile (genotipuri susceptibile) si incompatibile
(genotipuri rezistente).

Floarea-soarelui (Helianthus annuus L.), fiind o
culturd agricola de importanta economicd majora la
nivel global, este intens studiatd in contextul rezisten-
tei la Orobanche cumana Wallr., un parazit radicular
cu impact semnificativ asupra recoltei [10-12]. Ase-
menea altor specii cultivate, majoritatea cercetarilor
s-au concentrat asupra proceselor fiziologice si mo-
leculare din faza post-atasare a parazitului, incluzind
reactiile de apdrare la nivelul cortexului radicular [13;
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14], semnalizarea hormonald [15] si alte mecanisme
de raspuns sistemic ale plantei-gazda [16-18]. Cunoas-
terea raspunsurilor timpurii ale gazdei la interactiunea
cu rizoparazitul in faza de pre-atasare este limitata, fi-
ind raportate doar cateva contributii, inclusiv investi-
gatiile lui P. Letousey si colab. [19] si un studiu recent
efectuat de Q. Huang si colab. [20], care au analizat
diferentele de transcriptom radicular intre genotipuri
rezistente si susceptibile de floarea-soarelui la atacul
cu O. cumana.

La floarea-soarelui au fost identificate opt izofor-
me de catalazd, denumite CAT1 - CATS, care dife-
ra prin structura lor. Izoformele CAT1 - CAT5 sunt
compuse din patru subunititi proteice de 55 kDa si
59 kDa, in proportii diferite, in timp ce CAT6 — CAT8
contin exclusiv subunitati de 55 kDa. Aceste protei-
ne sunt codificate de cel putin patru gene: CATAI -
CATA4 [21]. Se considerd ca genele CATAI si CATA2
codificd proteinele de 55 kDa, iar CATA3 si CATA4 pe
cele de 59 kDa [22]. Diversitatea izoformelor de cata-
lazd reflecta rolurile multiple ale acestei enzime, insd
implicatiile fiziologice ale fiecarei forme ramén, in
mare parte, neelucidate.

In acest context, scopul cercetirii este realizarea
unei analize comparative a modificérilor in profilul de
expresie al genelor CATA1-CATA4 in radacinile a doi
hibrizi de floarea-soarelui, cu rezistentd genetica fata
de Orobanche cumana, si a unui susceptibil, in faza
de pre-atasare a interactiunii gazda-parazit. Aceasta
abordare vizeaza identificarea diferentelor in raspun-
sul transcriptomic al genelor diferitor izoforme catala-
zice la stresul biotic, in vederea aprofundarii intelege-
rii mecanismelor timpurii implicate in interactiunile
de compatibilitate/incompatibilitate, caracteristice fa-
zei de pre-atasare.

MATERIALE SI METODE

Materialul vegetal si conditii de cultivare. Inves-
tigatiile au fost realizate pe tesut radicular prelevat de
la plantule de floarea-soarelui (Helianthus annuus L.),
apartinand a trei hibrizi F, dintre care Favorit si
P64LE20 poseda gene de rezistenta la atacul cu Oro-
banche cumana, iar Performer nu are gene de rezisten-
td. Semintele au fost oferite de Institutul National de
Cercetare-Dezvoltare Agricold Fundulea, Romania.
Germinarea semintelor de floarea-soarelui si cresterea
ulterioara pana la faza de doua frunzulite adevarate au
fost realizate in cutii Petri, pe substrat de perlit. Pentru
obtinerea variantelor cu stres biotic indus, in mediul
de crestere al plantelor au fost introduse seminte de
O. cumana, germinate preliminar pe exudatul unui
genotip sensibil. Semintele de rizoparazit au fost co-
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lectate de pe un cAmp de floarea-soarelui infestat din
municipiul Chisinau.

Probele de tesut radicular au fost prelevate de la
plantule de floarea-soarelui in doud conditii expe-
rimentale: conditii cu potential infectios, generate de
prezenta semintelor germinate de O. cumana in me-
diul de crestere, si conditii optime de crestere, in ab-
senta patogenului. Analiza raspunsului transcriptomic
al plantei gazdd in faza de pre-atasare a patogenului a
fost realizata la patru intervale de timp post-inoculare:
2,6, 12 si 24 ore.

Izolarea ARN-ului total si sinteza ADNc. Din
probele de tesut radicular (congelate in azot lichid si
depozitate la =80 °C) a fost extras ARN-ul total uti-
lizand reactivul TRI-zol, conform protocolului stan-
dard (Applied Biosystems). Calitatea si cantitatea aci-
zilor nucleici au fost evaluate prin spectrofotometrie
(la 260 si 280 nm) si prin electroforeza pe gel de agaro-
za 1%. Sinteza ADNc a fost realizatd utilizand reacti-
vul RevertAid RT, in prezenta primerilor Oligo(dT)18
si a hexamerilor aleatori, conform instructiunilor pro-
ducatorului (Fermentas).

Analiza expresiei genice prin Real-Time PCR.
Nivelul de expresie relativa a genelor care codifica ca-
talaze (CATA1-CATA4) a fost determinat prin reactii
de PCR in timp real, utilizand sistemul QuantStudio® 5
(Applied Biosystems), cu urmatorul program de amp-
lificare: 95 °C - 10 min; 5 ciclurila 95 °C - 15 s i 64 °C -
20 s; urmate de 40 de ciclurila95°C - 1555160 °C-40s.
Mediul de reactie a inclus reactivul Maxima SYBR
Green/ROX PCR (Fermentas), primeri specifici
(0,4 uM) si 2 pl de ADNEe.

Secventele nucleotidice cunoscute la Helianthus
annuus, corespunzatoare genelor CATAI (128740.1),
CATA2 (AF243517.1), CATA3 (AF243518.1) si CATA4
(AF243519.1), disponibile in baza de date NCBI, au
fost utilizate pentru proiectarea primerilor specifici.
Primerii utilizati au fost urmatorii:

* CATAI, F/R: aacttcaagcagccaggaga/agcctgggac-
cagtatgaaa;

= CATA2, F/R: ga aagcgcaataagtgtgtga/tctgeg-
gataaatcgttcttg;

= CATA3, F/R: cccaaaatacaacgatttcaag/caacatctta-
cacattcggaca;

* CATAA4, F/R: ccgaatgtgtaagatgttgtcc/tgagacgtgat-
gctatcttctg.

Expresia genelor de interes fata de actind
(AF282624.1) s-a determinat conform metodei 224"
[23]. Experientele au fost efectuate in trei repetitii in-
dependente, provenite de la plante diferite. Diferentele
de expresie (exprimata ca variatie fold change, FC) au
fost considerate biologic relevante pentru valori FC >
1,5 si statistic semnificative la p < 0,05, conform ana-

lizei ANOVA si testului Bonferroni, utilizand XLSTAT
versiunea 2016.02.28451. Graficele au fost realizate in
Microsoft Excel. Datele din figuri reprezintd valorile
medii + abaterea standard.

REZULTATE $I DISCUTII

Analiza fenotipicd a plantulelor de floarea-soare-
lui co-cultivate timp de 24 de ore cu seminte germi-
nate de Orobanche cumana nu a evidentiat conexiuni
vizibile de atasare a parazitului la rddécinile gazdei,
indiferent de genotipul investigat (rezistent sau sus-
ceptibil). Totusi, intre sistemul radicular al gazdei si
radicula parazitului au loc interactiuni precoce de co-
municare intercelulara, astfel incét, chiar si in etapa
de pre-atasare, se declanseaza raspunsuri moleculare,
care pot fi diferite, in functie de potentialul genetic de
rezistenta al gazdei fata de O. cumana.

Astfel, pentru a elucida raspunsurile transcripto-
mice timpurii la nivelul a patru izoforme catalazice
(CATAI1-CATA4), au fost analizate comparativ valo-
rile cantitative ale transcriptilor (ARNm/cADN) din
radécinile plantulelor de floarea-soarelui, in functie
de genotip si intervalul post-inoculare (2 ore, 6 ore,
12 ore, 24 de ore), atit in conditii optime de crestere
(absenta patogenului), cat si in conditii cu potential
infectios determinat de prezenta semintelor germinate
de Orobanche cumana.

Expresia genelor catalazice in radacinile plan-
tulelor de floarea-soarelui in conditii optime de
crestere. Analiza expresiei genelor CATAI-CATA4 in
radacinile plantulelor de floarea-soarelui, crescute in
conditii normale, a evidentiat atit particularititi co-
mune in variatia valorilor cantitative ale transcriptilor,
cat si specifice, in functie de genotip si de momentul
recoltdrii probelor, corespunzitor etapelor experi-
mentale (2 ore, 6 ore, 12 ore si 24 de ore de la initierea
co-cultivarii).

Astfel, CATA2 este gena cu niveluri de expresie
foarte mici pe intreaga perioada analizata la toate cele
trei genotipuri (Figura 1). Valorile transcriptilor s-au
mentinut in intervale de variatie restranse (Favorit:
0,0010 - 0,0032; P64LE20: 0,0015 - 0,012; Performer:
0,0005 — 0,0045). In schimb, in cazul CATAI a fost
constatata cea mai intensd activitate transcriptionald la
toti hibrizii studiati, cu variatii semnificative in functie
de momentul temporal analizat si de genotipul plan-
tei. De exemplu, genotipul sensibil (Performer) s-a
evidentiat prin cel mai inalt nivel de expresie (0,229 -
1,302) comparativ cu celelalte genotipuri analizate:
valoarea minima la Performer (0,229) a fost de aproxi-
mativ de 21 de ori mai mare decét la P64LE20 (0,011)
si de 10 ori mai mare decét la Favorit (0,022); valoarea
maxima (1,302) a fost de circa 1,7 ori mai mare decat
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Figura 1. Nivelul de expresie al genelor CATA1-CATA4 in rddécinile plantulelor de floarea-soarelui (hibrizii Favorit,
P64LE20 si Performer), in conditii optime de crestere (absenta patogenului), analizat la diferite intervale de timp
Notd: Intervalele de timp indicate corespund duratei post-inoculare in mediul de crestere al plantulelor
de floarea-soarelui cu seminte germinate de O. cumana la intervale de 2, 6, 12 si 24 de ore.

la P64LE20 (0,759) si de 2,5 ori mai mare decét la Fa-
vorit (0,511).

Spre deosebire de genele CATAI si CATA2,
CATA3, care codifica o altd izoforma a catalazelor, a
prezentat niveluri moderate de expresie. Hibrizii re-
zistenti Favorit si P64LE20 au inregistrat valori relativ
similare, cu maxime de 0,2-0,25 si minime sub 0,001.
Pentru genotipul sensibil Performer, nivelul de expre-
sie a fost mai constant, cu valori maxime si minime in-
cadrate intr-un interval relativ restrans (0,03-0,19), iar
variatiile cantitative in functie de momentul temporal
analizat au fost mai putin pronuntate.

In urma analizei expresiei genei CATA4, la geno-
tipurile rezistente a fost relevat un nivel intermediar
al continutului de transcripti, mai ridicat decat cel al
genelor CATA2 si CATA3. Intervalele de variatie ale
valorilor de expresie au fost de 0,02-0,442 la P64LE20
si de 0,049-0,243 la Favorit. La plantele hibridului sen-
sibil, nivelul expresiei genei CATA4 (0,052-0,144) a
fost comparabil cu cel observat pentru CATA3, suge-
rand un profil de transcripti similar pentru cele doud
izoforme.

In concluzie, profilul de expresie al genelor ca-
talazice in radécinile plantulelor de floarea-soarelui,
cultivate in conditii optime de crestere, evidentiaza
o activitate transcriptionala diferentiatd in functie de
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genotip si de intervalul de timp analizat. Cu toate aces-
tea, se contureaza un profil cantitativ general al nive-
lului de expresie a genelor codificatoare ale catalazei
(CATAI - CATA4), comun pentru toate cele trei geno-
tipuri analizate: CATA1 > CATA3/4 > CATA2. Rezul-
tatele obtinute sugereaza o implicare predominanta a
produsului genic CATAI in procesele metabolice din
radacini, chiar si in absenta unui stres biotic, iar vari-
atiile intre genotipuri pot reflecta diferente genetice in
reglarea sistemului enzimatic antioxidant.

Expresia genelor catalazice in radacinile plan-
tulelor de floarea-soarelui cultivate in prezenta se-
mintelor germinate de O. cumana. Pentru a caracte-
riza raspunsul transcriptional timpuriu al plantulelor
de floarea-soarelui la interactiunea cu rizoparazitul
O. cumana, au fost analizate variatiile in expresia ge-
nelor CATA1-CATA4 in rddécinile celor trei genoti-
puri de floarea-soarelui (Favorit, P64LE20 si Perfor-
mer), prin compararea datelor obtinute in conditii de
co-cultivare la intervale de 2, 6, 12 si 24 de ore versus
control (Figura 2).

Interpretarea datelor de expresie genica exprimate
calog, (FC stres biotic vs. control) a evidentiat un ras-
puns diferentiat, caracterizat de tranzitii temporale in
nivelul de transcripti la toate genotipurile analizate. In
cazul hibridului Favorit, un raspuns timpuriu, cu ca-
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Figura 2. Analiza comparativa a expresiei genelor CATAI1-CATA4 in radacinile hibrizilor de floarea-soarelui
rezistenti (Favorit, P64LE20) si susceptibil (Performer), in functie de durata co-cultivérii cu seminte germinate
de Orobanche cumana (conditii de prezenta a patogenului vs. control).

racter oscilant, a fost observat deja dupa 2 ore de cul-
tivare in prezenta semintelor geminate de O. cumana,
cand trei dintre cele patru gene analizate au prezentat
modificari semnificative ale expresiei. Astfel, CATAI a
fost supraexprimata (nivelul transcriptilor a crescut de
aproximativ 2 ori fatd de martor), in timp ce CATA3 si
CATA4 au prezentat subexpresie, cu o reducere com-
parabild (=2 ori) a nivelului transcriptilor.

Dupa 6 ore, s-a constatat o scadere de aproximativ
2 oriinnivelul de expresie al genei CATA2, iar dejala 12
ore de la debutul co-cultivarii, continutul de CATA2 -
ARNm era diminuat de panéla 10 ori (log,(FC) =-3,4)
comparativ cu martorul.

Dupd 12 ore, modificarile de expresie la toate cele
patru gene au devenit si mai pronuntate (FC intre 2 si
10). Mai mult, in cazul genelor CATA3 si CATA4 s-a
observat o schimbare de tendinta: de la subexpresie
la supraexpresie, sugerand o reglare dinamica si posi-
bild compensatorie a raspunsului molecular la stresul
biotic.

Dupi 24 de ore de co-cultivare cu planta parazit,
intensitatea raspunsului transcriptional al catalazelor
din radacinile plantelor hibride Favorit s-a diminuat
semnificativ. Nus-aumai inregistrat diferente de expre-
sie fata de martor pentru majoritatea genelor analizate,
cu exceptia genei CATA4, la care raspunsul molecular
a fost diferit fata de cel observat in primele 12 ore -
fiind acum subexpresata, cu un nivel al transcriptilor

de aproximativ 4 ori mai redus comparativ cu cel din
plantulele aflate in conditii normale, neafectate de fac-
torul biotic.

Generalizand, rezultatele obtinute in cazul hibri-
dului rezistent Favorit evidentiazd modificari timpurii,
cu o dinamica fluctuanta a expresiei genelor codifica-
toare de catalaze, sugestive pentru activarea mecanis-
melor antioxidante endogene ca urmare a perceptiei si
recunoasterii parazitului. Acest tip de raspuns poate
reflecta o capacitate adaptativa ridicata si o strategie
eficienta de aparare oxidativd, caracteristica genotipu-
rilor rezistente.

Spre deosebire de hibridul F, Favorit, al doilea hi-
brid rezistent - P64LE20 - a prezentat un raspuns tran-
scriptional mai moderat, caracterizat prin variatii can-
titative mai putin pronuntate ale nivelului de expresie
genicd. Astfel, la 2 ore de co-cultivare cu Orobanche
cumana, doar valorile pentru ARNm corespunzétori
genei CATA3 au scazut semnificativ (de aproximativ
7 ori fatd de martor), sugerand un rdspuns rapid de
tip represiv la semnalele emise de planta parazit. Este
de remarcat faptul ca, odaté cu prelungirea duratei de
co-cultivare, nivelul acestor transcripti se restabiles-
te treptat. Dupd 24 de ore de la initierea interactiunii
gazda—parazit, se observa o acumulare semnificativd a
transcriptilor, nivelul acestora fiind de aproximativ 2
ori mai mare comparativ cu martorul (FC = 2; echiva-
lent cu log,FC = 1).
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In ceea ce priveste genele CATA 1, CATA2si CATA4,
modificdri semnificative ale nivelului de transcripti au
fost observate abia dupé 12 ore de co-cultivare cu pa-
togenul. Aceste variatii in continutul ARNm indica o
supraexpresie a genei CATA]1 si o subexpresie a genelor
CATA2 si CATA4, toate cu o magnitudine comparabila
(FC = 1,8-2). Dupai 24 de ore, se evidentiaza o tendin-
ta de revenire a nivelurilor de expresie catre valorile
martorului, diferentele diminuandu-se treptat. Totusi,
pentru doud dintre cele trei gene (CATAI si CATA4),
persista discrepante moderate fata de control, menti-
nandu-se acelasi tip de raspuns: supraexpresie in cazul
genei CATAI si subexpresie pentru CATA4, ambele de
intensitate redusa (FC = 1,6).

in concluzie, variatiile cantitative mai reduse, dar
diferentiate, ale transcriptilor catalazici, predominan-
te dupa 12 ore de co-cultivare cu O. cumana, precum
si tendintele rapide de restabilire a nivelurilor de ex-
presie, sugereazd un raspuns antioxidant distinct in
cazul P64LE20, asociat, probabil, cu evenimente de
semnalizare diferite fatd de cele implicate in raspunsul
F, Favorit, desi ambii hibrizi manifesta rezistentd ge-
neticd la Orobanche cumana.

In cazul hibridului susceptibil Performer s-a ob-
servat un raspuns transcriptional timpuriu la 2 ore
post-inoculare, caracterizat prin cresterea semnifica-
tivd a continutului ARNm-CATA1 si ARNm-CATAS3,
ale céror nivele depasesc valoarea martorului de apro-
ximativ 3 ori (echivalentul log,FC = 1,6). In contrast,
continutul de ARNm-CATA2 s-a redus de 2 ori.

Este important de mentionat ca acest model an-
tagonist de variatie a expresiei genelor CATAI, aso-
ciatd cu CATA3, in raport cu CATA2 se mentine pe
intreaga duratd experimentald de 24 de ore. Astfel, la
6 ore de la debutul co-cultivarii, expresia CATAI si
CATA3 scade semnificativ, atingand valori de 1,6-2 ori
sub nivelul martorului. Aceastd tendintd descenden-
ta este mai accentuata peste 24 de ore, cand expresia
CATA1 si CATA3 a fost inhibata sever (micsorarea va-
lorilor cantitative de pana la 53 de ori, respectiv 14 ori
fata de control). In contrast, continutul transcriptilor
CATA2 revine la un nivel similar cu martorul dupa
6 ore, urmat de o crestere progresivd, atingdnd o va-
loare de aproximativ 3,5 ori mai mare la 24 de ore.

In cazul genei CATA4, raspunsul este tardiv, de-
venind evident dupa 12 ore de co-cultivare, sub forma
unui efect de supraexpresie (FC = 2,5), corelat pozitiv
cu nivelul crescut al transcriptilor CATA2. Ulterior, la
24 de ore, transcriptia CATA4 scade semnificativ, de
aproximativ 14 ori, asociindu-se pozitiv cu efectele de
subexpresie observate pentru CATAI si CATA3.

Astfel, modificirile in profilul de expresie a gene-
lor care codifica izoformele catalazice la hibridul sus-
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ceptibil sunt evident distincte de cele observate la hi-
brizii rezistenti, fiind caracterizate printr-un raspuns
intens de activare timpurie urmat de o represie tran-
scriptionalda majora la nivelul a trei dintre cele patru
gene analizate. Aceste rezultate pot reflecta atat o dere-
glare a raspunsului antioxidant, indicativa pentru vul-
nerabilitatea sistemica a genotipului Performer in fata
stresului biotic indus de O. cumana, cét si un posibil
raspuns defensiv ca parte a unui mecanism de apara-
re menit sa limiteze patrunderea si ulterior extinderea
parazitului in celulele gazda compatibile.

Plantele gazda, inclusiv floarea-soarelui, dezvolta
procese complexe de aparare impotriva plantelor pa-
razite, manifestate fie prin rezistenta, prevenind sau
limitand atasarea si cresterea patogenului, fie prin to-
leranta, astfel incat planta mentine indicii de recoltd
chiar si in prezenta infestarii. Declansarea raspunsuri-
lor defensive poate avea loc inainte sau dupa ce plantele
parazite se ataseaza la gazde. Rezistenta de pre-atasare,
spre deosebire de cea manifestatd post-atasament, care
este bine documentatd pentru patosistemul Oroban-
che cumana Wallr. — Helianthus anuus L. [13; 14; 24],
nu prezintd interactiunea gend-pentru-gend descrisd
de H.H. Flor [25]. Unul dintre aspectele rezistentei de
pre-atasare se refera la controlul germinarii semintelor
de parazit. Se cunoaste ca strigolactonele din exudatul
radicular al gazdei induc germinarea plantelor para-
zite [5]. Astfel, prin silentierea unor gene implicate in
calea de biosinteza a strigolactonelor, cum ar fi gena
ccd8 la mazare [26] sau gena LGS1 la sorg [27], s-a re-
usit reducerea capacitatii gazdei de a induce germina-
rea semintelor de Orobanche. Rezultatele obtinute au
fost explicate prin modificarea compozitiei exudatului
radicular al gazdei, care fie a avut un nivel foarte redus
de strigolactone, fie a predominat un alt compus, ast-
fel incat acestea sa nu fie recunoscute ca semnale de
Orobanche, iar planta si fie mai putin susceptibila la
atacul parazitului.

Un alt aspect al mecanismelor de apérare a fost
observat la unele gazde care secretd compusi toxici
pentru a inhiba germinarea semintelor sau dezvolta-
rea haustoriilor [28]. De exemplu, procentul semin-
telor de Orobanche cernua care au germinat in pre-
zenta plantelor de floarea-soarelui rezistente a fost
cu 50% mai mic decat in prezenta plantelor sensibi-
le. Mai mult, semintele de O. cernua germinate langa
floarea-soarelui rezistenta au prezentat simptome de
brunificare si crestere intarziatd sau au pierit. Efectele
observate au fost corelate cu prezenta unor compusi
toxici produsi de floarea-soarelui, in special 7-hidro-
xicumarine. Acesti metaboliti secundari creeaza un
mediu toxic in zona rizosferei, inhiband dezvoltarea si
supravietuirea parazitului [28].
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Inhibarea initierii dezvoltarii haustorului parazi-
tului este un alt raspuns ale rezistentei de pre-atasare,
relevat la unele varietati de sorg (Sorghum bicolor) in
interactiune cu Striga asiatica. Desi mecanismele de-
taliate nu sunt cunoscute, s-a observat cd utilizarea
unor inhibitori sintetici care afecteaza formarea spe-
ciilor reactive de oxigen, semnalizarea prin etilena,
transportul si activitatea auxinei sau semnalizarea de-
pendentd de calciu (Ca?), conduce la o reducere sem-
nificativa a numarului de haustori formati [29].

In prezent nu existd dovezi daci la plantele gazda
se activeaza de asemenea astfel de rdspunsuri biochi-
mice cu efecte similare de inhibare, ca parte a meca-
nismului de rezistenta la etapa de pre-atasare in pato-
sisteme compatibile sau incompatibile.

Intr-un studiu in vitro realizat pe Arabidopsis
thaliana expusa la Orobanche ramosa, s-a demonstrat
cé planta poate recunoaste parazitul chiar si in absenta
unei atasari fizice, declansdnd raspunsuri de aparare
timpurii [30].

Expunerea plantei gazda la O. ramosa a declansat
stresul oxidativ, evidentiat prin acumulare de SRO, in
special H,O,, si prin sinteza fitoalexinelor (metaboliti
secundari), indicdnd activarea timpurie a raspunsuri-
lor de apéarare. Acumularea H,O, in mediul de culturd
al celulelor de A. thaliana co-cultivate cu semintele de
O. ramosa a avut loc in primele 24 de ore de interactiu-
ne, dupa care nivelul SRO a scizut - evenimente carac-
teristice unui stres oxidativ acut. In varianta martor, in
lipsa semintelor parazitului, nu s-au constatat acumu-
lari semnificative de H,O,. Semintele negerminate au
indus, de asemenea, o crestere a productiei de H,O»,
dar intr-o masurd mult mai redusa. In plus, prezenta in
mediu a semintelor germinate de O. ramosa timp de 48
de ore a determinat aparitia unor procese caracteristi-
ce de apoptozd celulard, precum sunt vacuolizarea si
condensarea citoplasmei celulelor de A. thaliana. Au-
torii au constatat prezenta in mediul de cultura a unor
compusi difuzibili produsi de patogen, posibil de natu-
rd proteicd, cu rol de semnal, ce se acumulau odata cu
prelungirea perioadei de co-cultivare [30].

In cercetirile moleculare privind rispunsurile
timpurii in patosistemul Orobanche cumana Wallr. -
Helianthus annuus L., raportate de Letousey si colab.
[19], a fost constatata expresia diferentiatd a unor gene
implicate in raspunsul de apérare la doud genotipuri
(rezistent si sensibil) dupa 2 si 8 ore de expunere a ra-
dacinilor la parazit. De exemplu, genele implicate in
calea fenilpropanoida (pal, c4h, chs) au fost rapid si
puternic activate la genotipul rezistent si, intr-o ma-
surd mai redusd si tranzitorie, la cel sensibil. In ceea ce
priveste rdspunsul la stresul oxidativ, a fost analizata
expresia genei sco, care codifica o carbohidrat-oxidaza

implicatd in procese de oxidare cu formarea de H,O,
ca produs secundar al reactiei. Supraexpresia tranzi-
torie a acestei gene, observata la 2 ore dupa co-culti-
vare in radacinile ambelor genotipuri, i-a determinat
pe autori sd sugereze ca planta declanseaza un raspuns
timpuriu de stres oxidativ in interactiunea cu Oroban-
che cumana.

Producerea rapidd si localizatda de H,O, repre-
zintd unul dintre rdspunsurile timpurii esentiale ale
plantelor in fata atacului patogenilor, avand multiple
implicatii fiziologice, cum ar fi activarea cdilor de
semnalizare celulard si limitarea dezvoltérii para-
zitului in zona de infectie. Totodatd, H,O, este una
dintre cele mai abundente si reactive specii de oxigen
reactiv, care poate provoca daune oxidative asupra
proteinelor, lipidelor si acizilor nucleici, afectand in-
tegritatea si functionalitatea celulara. Astfel, reglarea
continutului de H,O, prin mecanisme antioxidative,
in care catalazele au un rol-cheie datorita afinitétii lor
ridicate pentru acest substrat, este esentiald pentru
prevenirea efectelor toxice si pentru mentinerea ho-
meostaziei redox.

In acest context, cercetdrile privind expresia ge-
nelor catalazei in etapa timpurie a interactiunii dintre
floarea-soarelui si O. cumana, prezentate in aceastd
lucrare, aduc informatii relevante despre modul in
care planta isi regleazd echilibrul redox si isi activeaza
mecanismele de aparare inca din fazele incipiente ale
contactului cu parazitul.

CONCLUZII

Profilurile de expresie a genelor care codificd patru
izoforme catalazice diferentiazd clar genotipurile re-
zistente (Favorit si P64LE20) de genotipul susceptibil
(Performer) in contextul interactiunii cu Orobanche
cumana. In cazul hibridului Favorit, rdspunsul tran-
scriptional la nivelul genelor cu rol antioxidant a fost
rapid si dinamic, indicativ pentru un sistem eficient de
recunoastere a parazitului si de initiere a unui raspuns
adaptativ. Hibridul P64LE20 a prezentat un raspuns
mai tardiv, insa mai moderat §i mai sincronizat, com-
parativ cu F, Favorit, fapt ce sugereazd variatii genetice
in mecanismele de reglare a rezistentei la O. cumana.

In cazul hibridului Performer, a fost observat un
raspuns bifazic, caracterizat printr-o activare excesiva
a activitatii transcriptionale a genelor codificatoare
pentru izoformele de catalazd in primele ore, urmata
de o represie accentuatd dupa 24 de ore de co-cultivare
cu patogenul. Comportamentul respectiv contrasteaza
cu cel al genotipurilor rezistente, care prezintd tendin-
te de restabilire rapida a continutului de transcripti la
nivelul inregistrat in varianta martor. Aceste particula-
ritati ale profilului de transcripti codificati de gene ca-
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talazice sugereaza afectarea mecanismelor antioxidan-
te in reglarea stresului oxidativ indus de interactiunea
cu O. cumana, ceea ce ar putea constitui unul dintre
factorii cauzali ai sensibilitétii crescute la infestare, fa-
vorizand dezvoltarea unui patosistem compatibil.
Catalazele sunt enzime esentiale in controlul ho-
meostaziei peroxidului de hidrogen si au un rol de
baza in mecanismele de aparare impotriva stresului
oxidativ. Modificarile transcriptionale observate in
aceasta cercetare indicd faptul ci raspunsul antioxi-
dant in etapele timpurii de dezvoltare a patosistemului
este reglat diferentiat in functie de genotipul plantei
(potentiala gazda), iar profilul diferentiat de expresie
al genelor codificatoare pentru izoformele catalazice
poate constitui un indicator precoce al capacitatii de
rezistenta sau susceptibilitate la atacul parazitului.
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