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Rezumat
In lucrare sunt puse in discutie datele privind activitatea transcriptionald a patru gene care
codifica glucan sintaze, corelate cu investigatii histochimice ale tesutului radicular, la
genotipuri rezistente si sensibile fatd de Orobanche cumana, unul din cei mai devastatori
patogeni ai culturilor de Helianthus annuus L. Analiza a trei variante de studiu: normad,
incompatibilitate patogen-gazda si patosistem a demonstrat profile diferite de expresie
in cazul unei si aceleasi reactii fiziologice (rezistentd). In combinatia incompatibila
Favorit-patogen, toate cele patru gene GSL s-au caracterizat prin supraexpresie cu
210 % , in special in primele etape de stabilire a conexiunilor mediate chimic cu semintele
germinate de lupoaie. In cazul patosistemului Performer-O. cumana sporirea continutului
de transcripti a trei gene coincide cu invazia patogenului (formarea atasamentelor,
haustorilor si a lastarilor aerieni). A fost pusa in evidenta o dependenta corelativa pozitiva
in activitatea genelor HaGSL?2 si HaGSL3 la diferite etape ontogenetice ale O. cumana,
la toate genotipurile studiate.
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Introducere

Genul Orobanche reprezinta un grup de plante superioare lipsite de clorofila, care
paraziteaza pe radacinile gimnospermelor, utilizeazd substantele nutritive ale gazdei
diminuand astfel dezvoltarea organismului vegetal.

Infectia cu reprezentantii acestui gen de antofite debuteazd cu germinarea
semintelor patogenului, proces indus de citre strigolactonele sintetizate de catre plante.
Germenii manifesta reactiec de chemotropism si crescand directionat spre tesuturile
gazdei formeaza atasamente, care ulterior diferentiaza in haustorii [9]. Planta poate
stopa penetrarea celulelor intruzive de lupoaie la nivelul cortexului radacinii [14, 16],
endodermei [15] si al cilindrului central [12]. Astfel de reactii de inhibare a invaziei
patogenului au fost observate macroscopic la diferite patosisteme, germenii atasati nu
evoluau in dezvoltare.

Mecanismele defensive dezvoltate de catre plantd la nivelul cortexului se manifesta
prin fortificarea peretilor celulari, intensificarea sintezei proteinelor cross-linking,
depozitarea compusilor fenolici in apoplast in zona de infectie. Un eveniment important
in raspunsul gazdei la patogen este acumularea calozei in structurile membranare,
proces observat la numeroase plante inclusiv la floarea-soarelui infectatd cu O. cernua
si O. cumana [5, 19].

Caloza este polimerul (1,3) -B-glucanului cu unele ramificari in pozitiile p-1,6 [2].
Prezenta in toate algele verzi multicelulare si in plantele superioare este una dintre cele
mai dinamice poliglucide ale peretelui celular. Continutul si distributia calozei variaza
temporal si spatial in functie de etapele ontogenezei si actiunea factorilor biotici si
abiotici, indeplinind functia de bariera fizica pentru diverse leziuni si restaurarea
integritatii celulelor plantei-gazda [6, 7].

Ellinger si Voigt, (2014) studiind reactia de raspuns a plantelor la stres, au
raportat date ce confirma acumularea calozei sub forma unor papile in spatiul dintre
plasmalema si suprafata interna a peretelui celular [6, 21] care blocheaza porii tuburilor
ciuruite. Astfel, prin sinteza si degradarea calozei in regiunea plasmodesmelor se
regleaza permeabilitatea substantelor ca reactie la factorul stresogen. De asemenea,
se cunoaste ca planta - gazda poate depozita caloza nemijlocit in locul de contact al
patogenului [13].

Investigatiile efectuate de doud grupe de cercetitori Jacobs si colab. (2003) si
Nishimura si colab. (2003) prezintd contributii majore in elucidarea diferitor aspecte
ale metabolismului calozei. Autorii au oferit pentru prima data informatii despre rolul
biologic al proteinelor functionale implicate 1n biosinteza calozei [8, 13]. Diverse studii
realizate la Arabidopsis indica acumularea calozei sub actiunea secetei si al patogenilor
in rezultatul activarii unei si aceleiasi gene cu diferite adnotari, descrisad initial ca
PMR4 (Powdery Mildew Resistant4), apoi GSLS5 (Glucan-Synthase Like 5) sau CalS12
(Callose Synthase genes) [2, 6].

Se considera ca formarea papilelor de caloza este un raspuns de aparare precoce
[18]. Incetinirea invaziei patogenilor in tesutul atacat, datoriti acumuldrii calozei,
permite plantei sa isi reorganizeze metabolismul astfel, incat se activeaza expresia
genelor specifice care determind inducerea raspunsurilor de apdrare suplimentare.
Cu toate ca polimerul glucanic este implicat in diverse procese biologice, informatiile
despre reglarea metabolismului si valentele functionale acestuia sunt fragmentare.
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Actualmente, la floarea-soarelui este identificatd o familie de 4 gene care codifica
glucan sintaze (GSLI-4). Dintre acestea, doar HaGSLI a prezentat activitate de
transcriptie in tesut calusal inoculat cu lupoaie a plantulelor crescute in vitro, incepand
cu prima zi de infectie si pana la ziua a 8-a [10]. Pana in prezent literatura de specialitate
contine doar aceste rezultate. Nu se cunoaste care este activitatea GSLI-4 s-au a altor
gene asociate metabolismului calozei in planta gazda cultivata in vivo la diferite etape
de invazie a patogenului.

Astfel, in prezenta lucrare sunt puse in discutie datele privind activitatea
transcriptionala a patru gene care codifica glucan sintaze, corelate cu investigatii
histochimice ale tesutului radicular la genotipuri rezistente si sensibile fata de lupoaie.

Material si metode de cercetare

Colectarea materialului. In studiu au fost utilizate trei genotipuri de floarea-
soarelui, dintre care doi hibrizi rezistenti (Favorit si PR64LE20) si unul sensibil
(Performer) la actiunea parazitului. Reactia acestor genotipuri a fost testata histochimic
prin colorare cu Aniline Blue [1]. Cultivarea plantelor s-a realizat in vase de vegetatie
pe fundal de infectie artificiala cu lupoaie (200g substrat contaminat cu 30 mg seminte).
Esantioanele radiculare de floarea-soarelui au fost colectate la 5 etape de dezvoltare a
patogenului (Fig. 1).

Obtinerea probelor de ARN si ADNc. Din materialul colectat s-au extras 90 probe
de ARN total care au servit ca matrita pentru sinteza ADNc. Extragerea ARN-ului s-a
realizat cu reagentul TRI-zol conform protocolului standard (Applied Biosystems), iar
calitatea si concentratia acestuia a fost analizata electroforetic in gel de agaroza de 1%
si spectrofotometric la lungimea de unda 260 si 280 nm.
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Figura 1. Schema de prelevare a probelor de studiu.

Preliminar reactiilor de revers-transcriptie, ARN-ul total (1pg) a fost tratat cu
ADN-aza (Thermo Scientific). Transcriptia inversa s-a efectuat prin utilizarea kit-ului
Revertaid RT (Fermentas), a primerilor Oligo-dT , si a hexamerilor arbitrari, conform
protocolului producatorului.

Analiza nivelului de expresie a genelor de interes. Nivelul de transcripti a fost
cuantificat prin PCR in timp-real la amplificatorul DT-96 (DNA technology, Rusia).
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Secventa amorselor a fost elaborata in baza EST-urilor cunoscute la H. annuus (Tab.1).
prin programele Primer3Web v. 3.0.0. si OligoAnalyzer 3.1.

Tabelul 1. Genele (Glucan-synthase like) si secventa nucleotidica a primerilor

EST acl\i:sn;aNerlil) Primer sens, 5°- 3’ Primer antisens, 5°-3’ An&[))ll;)c on
HaGSL1 | DQ837211.1 | acagggaaaagaccaggaagt ggactgcttctccacgagta 116
HaGSL2 | DQ837212.1 cgtggtctcatgecaacagt cctcaacctcgtcaatgtaage 122
HaGSL3 | DQ837213.1 | gtgaccatagagaccaaagttgt | cccacccttgaccagaacag 149
HaGSL4 | DQ837214.1 tgaggttgaggagcectageca cccgtctcagaageattgga 105
Actina AF282624.1 | gctaacagggaaaagatgactc | actggcataaagagaaagcacg 96

Reactia de amplificare a fost realizatd cu kit-ul Maxima SYBR Green/ROX PCR
(Fermentas), primeri specifici 0,4 mM, 2 ul de ADNc (produsul revers-transcriptiei
diluat in raport de 1:4), conform programului: 95°C — 10 min; 5 cicluri la 95°C — 15 s,
64°C — 20 s; 40 cicluri de 95°C — 15 s, 60°C — 40 s. Lipsa produselor nespecifice a fost
confirmata in gel de 1,4 % agaroza si analiza curbelor de topire.

Analizele au fost efectuate in 3 repetitii biologice si 2 analitice. Valorile expresiei
relative a genelor s-au determinat conform formulei 2227 si sunt exprimate in
unitati conventionale (u.c.) [11]. Estimarea semnificatiei diferentelor s-a realizat prin
testului-t, P=0,05 [22].

Rezultate si discutii

Cultivarea plantelor de floarea-soarelui pana la etapa de butonizare, pe fundal
de infectie cu O. cumana, a rezultat in atacul intens al parazitului asupra genotipului
susceptibil. Hibrizii rezistenti nu au prezentat semne fenotipice de infectie. Aceste date
confirma reactia de raspuns a acestor genotipuri investigate anterior de alti autori [17].

Analiza histochimica [4] a pus 1n evidentd acumularea calozei in tesutul radicular
la plantele hibridului sensibil si doar la unul dintre cei doi hibrizi rezistenti studiati.
Bazele de date genomice, inclusiv articole de specialitate [10], indica patru gene GSL
responsabile de sinteza calozei la floarea-soarelui, a caror secventd genica a servit
ca matritd in elaborarea primeri-lor pentru cuantificarea transcriptilor in condifii
de stres biotic.

Nivelul de expresie a genelor de interes la varianta martor a genotipului Favorit
(rezistent) a prezentat valori similare mai mici comparativ cu cele constate la plantele
cultivate pe fundal de infectie (fig. 2).

Astfel, continutul transcriptilor HaGSLI a fost mai mare fata de martor, la primele
trei etape de analiza: 18, 21 si 35 zile (de 3,1; 1,6 si respectiv 1,9 ori), spre deosebire
de cel al genelor HaGSL2 si HaGSL3, a caror activitate s-a evidentiat doar la 18 si
35 zile. In ce priveste, HaGSL4 s-a constatat un maxim de activitate doar in perioada
formarii primelor atagsamente ale patogenului, peste 21 zile (1,8 u.c.), ceea ce reprezinta
o majorare a nivelului de expresie fata de martor de 5.4 ori.

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 atasari si dezvoltarea haustorului.
De mentionat faptul ca, acumularea papilelor de caloza la acest genotip a fost observata
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in celulele cilindrului central, mai tarziu, peste 35 zile, cu o dinamica pozitiva pana la
67 zile (fig. 2).
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Figura 2. Nivelul de expresie a GSL si fenotipul tesutului radicular la genotipul
Favorit.

Al doilea genotip rezistent studiat - PR64LE20 a prezentat un alt profil de expresie
a HaGSLI-4. De exemplu, HaGSL1 a indicat valori cantitative a ARNm cu 37% mai
mari 1n tesutul radicular al plantelor infectate fatd de martor doar peste 18 zile, iar
HaGSL4 nu si-a modificat activitatea in nici una din etapele analizate, rimanand la
nivelul de 0,007-0,1 u.c. Spre deosebire de HaGSLI si HaGSL4, in activitatea de
transcriptie a genelor HaGSL2 si HaGSL3 s-a conturat o tendinta de sporire fata de
martor (cu 63% si respectiv 100%), insa doar la etapa finald a experimentului (67 zile)
asociata cu ingrosarea calozica a cortexului (fig. 3).

Studii moleculare si histologice realizate de alti cercetatori pe radacinile rezistente
de floarea-soarelui penetrate de O. cumana au arétat o supra-expresie a genei HaGSLI,
incepand cu prima zi pana la a 8-a dupa inoculare, iar prin microscopie de epifluorescenta
a fost atestatd depunerea intensd de caloza la interfata dintre gazda - parazit si in
tesuturile radacinii, sub punctul de atasare a apresoriului [10].

Echevarria-Zomeno si colab. (2006) au identificat depuneri disperse de caloza in
apropierea zonei de infectie, in celule care nu sunt in contact direct cu planta- parazit
[5], rezultate contrare celor raportate la mazarea infectatd cu O. crenata [14] si alte
patosisteme, unde caloza s-a acumulat 1n 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. La infectia acestei plante cu
mucegaiul Blumeria graminis, au fost observate depuneri de caloza la punctul de
penetrare, iar din membrii familiei GSL doar A¢GSL5 a fost implicatd in formarea
papilelor de caloza [8].

Transcrierea genei VfGSL5S la Vicia faba infectatd cu Puccinia striiformis a
manifestat o activitate crescutd de la a 12-a zi pana la a 24-a zi de infectie, dupa care a
scazut semnificativ [3].
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Figura 3. Nivelul de expresie a GSL si fenotipul tesutului radicular la genotipul
PR64LE20 .

Astfel, generalizand datele experimentale obtinute pe genotipurile rezistente
Favorit si PR64LE20, se constata 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 genei
singure gene (HaGSLI) din cele 4 variante investigate in tesutul calusal de floarea-
soarelui (LR1) infectat cu lupoaie (rasa E). Aceste rezultate pot fi explicate prin
utilizarea materialului biologic diferit si a altor conditii experimentale (cultivarea in
vitro a tesutului de floare-soarelui infectat cu seminte germinate de lupoaie, populatii si
rase diferite de lupoaie, etc.).

Analiza activitatii glucan-sintazei la plantele martor ale genotipului sensibil —
Performer, spre deosebire de genotipurile rezistente, a relevat valori mai mari fata de
formele infectate in majoritatea cazurilor. Gena HaGSL/ a indicat un nivel de expresie
mai intens cu 133% fatd de martor la etapa de formare a lastarilor subterani (35 zile),
atunci cand deja s-a produs infectia si patogenul s-a conectat la sistemul conducator al
radacinii gazdei (fig. 4).

Evaluarea profilului de transcriptie a genelor HaGSL2-3 a pus in evidenta valori
crescute la doua etape: de formare a primelor atasamente (18-21 zile) si dezvoltare
a lastarilor aerieni (67 zile) ale variantelor infectate de 2,7 ori pentru gena HaGSL2
si de 3,7 ori pentru secventa HaGSL3. Acumularea calozei la nivelul stelului
genotipului Performer a fost detectata la etapele de formare a lastarilor subterani si
aerieni de lupoaie.

Aceastd discordantd temporala a depunerilor de caloza in raport cu activitatea de
transcriptie a GSL, observata inclusiv la genotipul rezistent Favorit poate fi explicata prin
specificul evenimentelor de procesare post-transcriptionald a produselor de expresie.

90


http://code-industry.net/

Buletinul ASM. Stiintele vietii. Nr. 2(332) 2017 Genetica, Biologia moleculara si Ameliorarea

Martor

3 GSL1 GSL2
z 0,05 0,12
% 0.04
= 003 0,07 =
7 0,02 =3
E- 0,01 °
g% 0,02 .

18 21 35 53 67 Zile 18 21 35 53 67 Zile - =
g GSL3 GSL4 5 B
? 006 uInfectat -
5 0 0,22
3 # Martor 5
§o,04 0.17 "
= 0,12 5
En,oz 007 =
g, 0,02

1 21 35 53 67zle 03] 3 21 35 53 67 Zile

S[ZL9

Figura 4. Nivelul de expresie a GSL si fenotipul tesutului radicular la genotipul
Performer.

Cercetdrile altor autori indica, pentru genotipul sensibil de floarea-soarelui (2603)
infectat cu lupoaie, lipsa transcriptilor genelor GSL, dar si un fon de fluorescenta
foarte slab al calozei la interfata gazda-parazit [10]. Contrar acestor concluzii, in cazul
plantelor de Vicia faba infectatd cu O. crenata nu au fost depistate depuneri de caloza
in interactiunile compatibile [15].

Exista diferite concepte cu privire la reactiile de compatibilitate si incompatibilitate.
De exemplu, susceptibilitatea plantelor este determinatd nu de incapacitatea de a
dezvolta mecanisme specifice defensive, dar de imposibilitatea detectarii agentului
patogen si/sau de a activa unele procese fiziologice datorita lipsei afinitatii fata de o
anumita rasa a acestuia.

Datele obtinute corelate cu cele din literatura privind metabolismul calozei si
semnificatia acestui parametru in formarea reactiei de raspuns a plantei la infectia cu
O. cumana indica asupra necesitatii unei abordari mai largi a problemei, prin includerea
in studiu a componentilor biochimici intermediari ai caii de sinteza si catabolism a
polimerilor glucanici.

Concluzii

Analiza comparativa a activitatii de transcriptie a patru gene care codifica glucan
sintaze in trei variante de studiu: norma, incompatibilitate patogen-gazda si patosistem
a demonstrat profile diferite de expresie in cazul unei si aceleasi reactii fiziologice
(rezistenta).

In combinatia incompatibila Favorit - 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.

In cazul patosistemului Performer - O. cumana sporirea continutului de transcripti
a trei gene coincide cu invazia patogenului: HaGSLI dupa formarea haustorilor, iar
HaGSL?2 si HaGSL3 la formarea primelor atasamente si dezvoltarea lastarilor aerieni.

A fost pusd in evident{d o dependentd corelativa pozitiva in activitatea genelor
HaGSL2 si HaGSL3 la diferite etape ontogenetice ale O. cumana, la toate
genotipurile studiate.
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