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Pentru a studia influenta infectiilor virale (virusul mozaicului tutunului, VMT, si virusul aspermiei tomatelor, VAT)
asupra activitatii si poliformismului peroxidazelor au fost examinate 20 de genotipuri de tomate, selectate de cercetatorii
din cadrul Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor.

Sub influenta virusului mozaicului tutunului a fost detectata o crestere a activitatii peroxidazelor totale la 9 genotipuri
de tomate. Dintre acestea, cel mai mare efect a fost stabilit in probele nr.20 (+143%) si nr.21 (+117%). La virusul aspermiei
tomatelor au reactionat printr-o crestere a activitatii peroxidazelor 12 genotipuri. Cea mai semnificativa majorare a acti-
vitatii a fost demonstrata, de asemenea, la esantionul nr.20 (+444%). Genotipul nr.14 si genotipul nr.19 au arétat o crestere
semnificativa a activitatii — cu 160% si cu 181%, respectiv.

in rezultaul evaluarii spectrelor electroforetice ale enzimelor peroxidazice la genotipurile studiate de tomate s-au
identificat 8 izoenzime cu masele moleculare de la 45,5 kD la 23,1 kD. Peroxidazele cu masa moleculard mare au fost
desemnate in mod conventional ca zone Al, A2, A3, A4; zonele cu masa moleculard mai mica au fost notate prin B1,
B2, B3 si B4.

Cea mai mare cantitate de enzime peroxidazice a fost gasita in proba nr.20, pentru care au fost identificate toate cele
8 izoforme de peroxidaze. Intr-una dintre probe, si anume — in cea cu nr.19, au fost detectate 5 zone initiale de peroxidazi
(Al-A4 si B2), dar sub influenta virusului aspermiei tomatelor in spectrul eletroforetic au aparut 2 zone noi — B1 si B3;
in plus, intensitatea zonelor A2-A4 si B1-B3 a crescut de 2,8 ori. Intensitatea zonelor A1, A2 si A4 sub influenta virusului
mozaicului tutunului a crescut de 1,75 ori.

In patru probe (nr.14, nr.1, nr.2, nr.3) au fost identificate 7 zone de izoenzime — A1-A3 si B1-B4. Dintre probele cer-
cetate, cele mai expresive devieri au fost atestate la proba nr.14 (+160%). Sub influenta virusului aspermiei tomatelor,
intensitatea tuturor zonelor a crescut semnificativ, in special a crescut intensitatea zonelor A2 (de 4,9 ori) si Al (de 2 ori).

Cuvinte-cheie: peroxidaxe, izoenzime, tomate, infecyii virale.

VARIABILITY OF PEROXIDASES IN TOMATOES UNDER

THE ACTION OF TOBACCO MOSAIC AND TOMATO ASPERMY VIRUSES

To study of the peroxidase activity under the influence of tobacco mosaic and tomato aspermy viruses, samples of 20
tomato genotypes were selected by the team staff of the Institute of Genetics, Physiology and Plant Protection and evaluated.

Under the influence of the tobacco mosaic virus, an increase in the total activity of peroxidases was detected in 9 geno-
types of tomatoes. Among them, the greatest effect was established in samples no.20 (+143%) and no.21 (+117%). The
tomato aspermy virus was reacted to by an increase in the activity of 12 of the studied genotypes. The most significant
increase in activity was also exposed by the sample no.20 (+444%). The genotype no.4 and no.19 showed a significant
increase in activity — by 160% and by 181%.

When studying the electrophoretic spectra of peroxidase enzymes in the studied tomato genotypes, 8 isoenzymes with
molecular weights from 45.5 kD to 23.1 kD were found, peroxidases with a large molecular weight were conventionally
designated as zones A1, A2, A3, A4, zones with a lower molecular weight were noted B1, B2, B3 and B4. The largest
number of peroxidase enzymes was found in sample no.20, in which all 8 isoforms of peroxidases were found. In one of
the samples, namely, in sample no.19, 5 initial zones of peroxidases (A1-A4 and B2) were detected, but under the action
of the tomato aspermy virus, 2 new zones appeared in its peroxidase spectrum — B1 and B3, in addition, the intensity of zones
A2-A4 and B1-B3 increased by 2.8 times. Under the influence of the tobacco mosaic virus the intensity of zones Al,
A2 and A4 increased by 1.75 times.

In four samples (no.14, no.1, no.2, no.3) there were 7 zones of isoenzymes A1-A3 and B1-B4. Among these samples,
the most interesting was sample no. 14 (+160%). Under the influence of the tomato aspermy virus, the intensity of all
its zones increased significantly, but the intensity of zone A2 (4.9 times) and zone Al (2 times) increased the most.

Keywords: peroxidase, isoenzymes, tomatoes, viral infections.
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Introducere

Peroxidazele (PO) apartin clasei oxidoreductazelor, a carei functie principala este de a cataliza reactia de
oxidare a compusilor chimici datorita peroxidului de oxigen cu formarea de complexe intermediare [1].

Peroxidaza este una dintre enzimele implicate in reglarea cresterii si dezvoltarii organismelor vegetale,
deoarece catalizeaza reactiile de protectie impotriva diferitelor tipuri de daune si participa, de asemenea, la
formarea peretelui celular si la respiratia celulara [2,3].

In plus, enzima este sensibila la multiple efecte adverse si este utilizata pe scara larga pentru a evalua
rezistenta la stres [4,5]. Peroxidaza este o enzima inductibild care poate fi indusa de diversi factori chimici,
fizici sau biologici. La stresul organismului vegetal, sunt activate mai intdi peroxidazele bazice, ca o etapa
ulterioara de protectie are loc o crestere a sintezei peroxidazelor acide.

Astfel, identificarea izoformelor PO poate dezvalui diferentele dintre o specie de plantd de alta, stadiul
regenerarii plantelor, influenta factorilor de stres si varsta ontogenetica a plantei.

Scopul cercetarii a fost determinarea activitatii peroxidazelor totale in extractele vegetale de tomate infec-
tate cu virusurile mozaicului tutunului si aspermiei tomatelor, precum si studierea spectrelor electroforetice
ale enzimelor peroxidazice.

Material si metode

in scopul studierii influentei infectiilor virale (virusul mozaicului tutunului, VMT, si virusul aspermiei
tomatelor, VAT) asupra activitatii si polimorfismului peroxidazelor au fost evaluate 20 de genotipuri de
tomate (Tab.1), selectate de cercetatorii din cadrul Institutului de Genetica, Fiziologie si Protectia Plantelor.

Obtinerea preparatelor enzimatice din tesuturile plantelor. Pentru a obtine extracte vegetale de enzime,
proba de material vegetal este macinata intr-un mojar cu nisip de cuart in solutie tampon de extractie (0,1 M
tampon Tris-HCI, pH 7,5). Raportul dintre esantion si tampon este de 1:4 (g/v). Solutia tampon a fost preracita
la -8°C; extractia a fost efectuata la rece. Omogenatul a fost centrifugat in Eppendorf timp de 10 minute la
20.000 g, +4°C. Supernatantele au fost depozitate la -4°C.

Determinarea activititii peroxidazelor. Pentru a determina activitatea PO prin reactia cu benzidina, a
fost aplicatda metoda A.N. Boyarkov, dezvoltata pentru prima data in 1951 [6]. Reactivul benzidinic include
doud componente [7]. Prima consta dintr-0 solutie de benzidina 0,1% in alcool 50%, continand 6% acetat de
sodiu, 3% acid acetic. Apoi pH-ul a fost ajustat la valoare neutra (pH = 7,0) cu NaOH cristalin, macinat in
pulbere (pentru a mentine volumul amestecului neschimbat). Concentratia finala de benzidina in amestecul
de reactie este de 5,8 mM. Al doilea component este o solutie de peroxid de hidrogen de 0,5% (concentratie
finald 0,3 mM). Pentru a simplifica procedura de masurare a activitatii PO, intr-o cuva de cuart se introduc
3 ml din prima componenta a reactivului benzidinic, Incalzit anterior pana la temperatura camerei si se adauga
18 pl de HoO,. Masurarile au fost efectuate la 520 nm, la spectrofotometrul SF-46.

Identificarea spectrului izoformic al peroxidazelor. 1zoenzimele au fost separate prin electroforeza ver-
ticala nativd, PAGE, conform metodei standard Davis [8] la 4°C. Concentratia gelurilor de separare si con-
centrare a fost de 7,5% , respectiv 5%.

Electroforeza a fost efectuata intr-o camera Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc., SUA).
In calitate de markeri ai maselor moleculare a fost utilizatd Prestained Protein Ladder (,,Thermo Scientific”, USA).
In fiecare buzunar al gelului de concentrare s-au introdus cate 20 pg de proteine. Concentratia de proteine in
preparatele enzimatice a fost determinata preliminar prin metoda de legare a colorantilor conform Bradford [9];
BSA a fost utilizat ca standard. Electroforeza a fost efectuata la temperatura de 10 ... 15°C, la 10 V/cm timp de
2,5 ore. La sfarsitul electroforezei, gelul a fost tratat cu reactivul benzidinic pH 7,0. Inainte de colorarea gelului,
componentele reactivului benzidinic sunt amestecate intr-un raport 1:1. Dupa adaugarea reactivului benzidinic,
culoarea zonelor de activitate peroxidazica apare in decurs de 30-40 de minute.

Electroforegramele obtinute au fost scanate cu un scaner Epson Expression 10000XL (GE Healthcare, SUA).
Evaluarea fiecarui esantion (valoarea Rf a tuturor zonelor din profil, calculul maselor moleculare conform
markerilor, calculul cantitatii relative a fiecarei zone din profil) a fost efectuata utilizind software-ul Phoretix
1D Advansed (TotalLab, Ltd., Marea Britanie ).

Rezultate si discutii
Pentru a studia efectul virusurilor asupra diferitelor genotipuri de tomate, a fost evaluata activitatea per-
oxidazelor totale din frunzele plantelor de tomate. In calitate de martor au servit plantele sanatoase tratate cu
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solutie tampon si doua variante — plante care au au fost expuse influentei virusului mozaicului tutunului
(VMT) sau influentei virusului aspermiei tomatelor (VAT).
Sub influenta virusului mozaicului tutunului a fost detectata o crestere a activitatii peroxidazelor la 9 ge-

notipuri de tomate (a se vedea Tabelul). Cea mai semnificativa crestere a activitatii s-a determinat in probele
nr.20 si nr.21, cresterea activitatii in aceste esantioane a fost, respectiv, cu 150% si 117%. Modificari semni-
ficative in activitatea PO au fost stabilite in probele nr.19 (+75%), nr.18 (+56%), nr.7 (+33%). In alte genotipuri,
activitatea PO a variat nesemnificativ — cu 4 - 20%.

Tabelul 1
Activitatea peroxidazelor din tomate

Activitatea | Activitateasub | Cresterea | Activitaeasub | Cresterea

e Genotip in proba influ_enta_ activitagii influen_ta_ activitagii
martor mozaicului VMT (%) aspermiei VAT (%)
unitati/sec./g | tutunului (VMT) tomatelor (VAT)

1. | Venet x Jacota 0,89 0,51 - 0,47 -
2. | MGF x Flacara 0,35 0,37 6 0,56 60
3. | MGF x Anatolie 0,40 0,48 20 0,43 7,5
4. | MGF x Venet 0,33 0,13 - 0,30 -
5. | Flacara x Prestij 0,41 0,49 20 0,48 17
6. | Jacota x Prestij 0,91 0,49 - 0,46 -
7. | Flacara x Tomis 0,36 0,48 33 0,42 17
8. | Jacota x Mihaela 0,54 0,37 - 0,36 -
9. | Venet 0,84 0,29 - 0,46 -
10. | Jacota 0,61 0,41 - 0,90 47,5
11. | MGF 0,98 1,10 12,2 2,00 104
12 | Flacara 0,47 0,43 - 0,49 4
13 | Tomis 0,69 0,61 - 0,43 -
14 | Mihaela 1,04 0,92 - 2,71 160
15 | Prestij 0,86 0,37 - 0,46 -
16 | Rufina 1,08 0,59 - 0,73 -
18 | S.pimpinellifolium 0,43 0,67 56 0,78 81
19 | S.chilense 0,16 0,28 75 0,45 181
20 | S.peruvianum 0,16 0,39 143 0,87 444
21 | S.hirsutum 0,84 1,82 117 1,29 53

La infectare cu virusul aspermiei tomatelor 12 dintre genotipurile studiate au reactionat prin cresterea activi-
tatii PO. Cea mai semnificativa crestere a activitatii PO cu 444% (de 5,4 ori) a fost stabilita in proba nr.20.
Genotipul nr.14 si genotipul nr.19 au aratat o crestere semnificativa a activitatii PO — cu 160% si cu 181%, respectiv.
Activitatea PO in genotipul nr.11 (MGF) a crescut cu 104%. in probele nr.18, nr.2 si nr.21, activitatea a crescut
cu 80%, 60% si, respectiv 53%. In restul probelor (5 genotipuri) cresterea activitatii a variat de la 4% la 47%.

La studierea spectrelor electroforetice ale enzimelor peroxidazice din genotipurile studiate de tomate au
fost detectate 8 izoenzime cu masele moleculare cuprinse intre 45,5 kD si 23,1 kD. (Fig.1,2).
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Marker (kD)

17

Fig.1. Profilurile electroforetice ale izoenzimelor peroxidazice in genotipurile tomatelor studiate nr.19 - nr.21 sub
influenta virusurilor mozaicului tutunului (VMT) si aspermiei tomatelor (VAT). In stanga sunt indicate denumirile
zonelor peroxidazice prezente in probe, ultima pista din dreapta — masele moleulare ale markerilor (17-45 kD).
In partea de sus sunt numerele probelor in conformitate cu Tabelul.
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Fig.2. Profilurile electroforetice ale izoenzimelor peroxidazei in genotipurile tomatelor studiate nr.7, nr.8 si nr.18 sub
influenta virusurilor mozaicului tutunului (VMT) si aspermiei tomatelor (VAT).

Peroxidazele cu masa moleculard mare au fost desemnate in mod conventional ca zone Al, A2, A3, A4,
iar cele cu masele moleculare mai mici — ca zone B1, B2, B3, B4 (Fig.3).

100



21, nr.1(141)

ISSN online 1857-498X

20

€
&

=
<
]
-
<
a
—
o
~

STUDIA UNIVERSITATIS

“Stiinle reale si ale nalurii

p.97-103

ISSN 1814-3237

”

Seria

Ne7 (Flacara Prestij)

Ne2 (MGF Flacara)

I9HOE 9LIOHIHIHILH]

I9HOE ILIOHIMIHILH]

A4

A3

A2

Al

A4

A3

A2

Al

Nel4 (Mihaela)

Nell (MGR)

O Control
oMt
VAT

A

B3

B2

HOE 4LIOHEHIHILHY]

[OControl
oMt
mVAT

A2

Al

I9HOE ILIOHEMIHILHY

7777727

Al

Ne19 (S.Chilense)

Nel8 (S.Pimpinellifolium)

I9HOE ILIOHIHIHILH]

B4

B3

B2

Bl

A4

A3

A2

Al

Ne21 (S.hirsutum)

Ne20 (S.peruvianum)

19HOE 9LIOHEMIHILH]

=Mt
mvAT

3
o

I9HOE 9LIOHIHIHILHY]

L]
-§
L

N
\
\
\
A2

Al

[

L
vz

=

Fig.3. Modificarile activitatii peroxidazice a izoenzimelor din probele de tomate studiate sub influenta virusurilor
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Cea mai mare cantitate de enzime peroxidazice a fost identificata in proba nr.20, in care au fost detectate
toate cele 8 izoforme de peroxidaze (Al-A4 si B1-B4). Dupa cum s-a mentionat mai sus, sub actiunea viru-
sului mozaicului tutunului, activitatea peroxidazica in acesta proba a crescut de 2,5 ori, iar sub actiunea viru-
sului aspermiei tomatelor — de 5,4 ori. Conform diagramei, in acest esantion activitatea peroxidazelor a crescut
datorita cresterii intensitatii zonelor A2-A4 si B2-B4; intensitatea zonelor Al si B1, dimpotriva, a scizut.

In una dintre probe, si anume — in proba nr.19, au fost detectate 5 zone initiale ale peroxidazei (A1-A4 si
B2), dar sub influenta virusului aspermiei tomatelor, in spectrul PO au apérut 2 zone noi de peroxidaze — B1
si B3; in plus, intensitatea zonelor A2-A4 si B1-B3 a crescut de 2,8 ori. Intensitatea zonelor A1, A2 si A4 sub
influenta virusului mozaicului tutunului a crescut de 1,75 ori.

In patru probe (nr.14, nr.1, nr.2, nr.3) au fost identificate 7 zone de izoenzime — A1-A3 si B1-B4. Dintre
aceste esantioane, cel mai interesant a fost esantionul nr.14; sub influenta virusului aspermiei tomatelor, acti-
vitatea sa totala a crescut cu 160%. Sub influenta virusului aspermiei tomatelor, intensitatea tuturor zonelor a
crescut semnificativ, in special a crescut intensitatea zonelor A2 (de 4,9 ori) si Al (de 2 ori). Sub influenta virusu-
lui mozaicului tutunului, in acest esantion nu au existat modificari semnificative in activitatea peroxidazelor.

in majoritatea genotipurilor analizate (si anume, 14 genotipuri) s-au detectat 6 izoforme de peroxidaze —
Al, A2, A3 i B1, B2, B3. Dintre aceste genotipuri, 7 nu au expus o Crestere a activitatii peroxidazelor totale
sub influenta virusurilor.

Printre alte genotipuri au manifestat interes genotipurile nr.21, nr.18 si nr.7. In probele nr.21 si nr.18, atat
sub influenta virusului mozaicului tutunului, cat si sub influenta virusului aspermiei tomatelor, se remarca
cresterea intensitatii zonelor A2-A3 si B1-B3. in genotipul nr.7, sub influenta virusului mozaicului tutunului,
intensitatea zonei Al a crescut semnificativ (de 1,4 ori), desi sub influenta virusului aspermiei tomatelor in-
tensitatea zonelor A2 s-a modificat (de 1,7 ori) si A3 (de 1,4 ori).

Concluzii

1. Dintre soiurile de tomate studiate, cea mai mare rezistenta la ambele virusuri (virusul mozaicului tutunului si
virusul aspermiei tomatelor) au speciile spontane: S. peruvianum, S. chilense, S. hirsutum, S. pimpinellifolium.

2. Patru soiuri, si anume — Mihaela, Jacota, MGF x Flacara si MGF, au prezentat o reactie defensiva semni-
ficativa doar la virusul aspermiei tomatelor, in timp ce raspunsul lor la virusul mozaicului tutunului a fost fie
nesemnificativ, fie negativ.

3. Prezenta unui spectru larg de izoenzime peroxidazice in speciile spontane S. peruvianum (8 izoforme)
si S. chilense (7 izoenzime) contribuie, aparent, la rezistenta ridicata la virusuri.
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