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Accumulation of H,0, and the activity of catalase in different genotypes of sunflower attacked by broomrape have
been analyzed in this work.

The accumulation of H,0, in normal conditions is specified by genotype, being more active in the Xenia variety.
The attack by broomrape leads to the intensification of the H,O, synthesis in the analyzed genotypes, in particular in the
Valentino variety.

The activity of catalase decreases in attacked plants of the Xenia and Valentino varieties at the level of leaves as a
result of the accumulation of SRO. The quantity of H,O, correlates with the quantity of enzyme, both in normal conditions
and in the plants attacked by broomrape.

Cresterea si dezvoltarea plantelor de culturd este permanent afectatd de stresul biotic si abiotic, care
influenteaza morfologia, fiziologia si, in final, productivitatea acestora. Anual, factorii de stres provoaca
pierderi considerabile ale recoltei culturilor agricole [3].

Prin reactiile de raspuns, care se declangseaza in momentul perceptiei efectului extern [9], se activeaza
multiple componente ale cdilor de transmitere a semnalelor in sistemele fiziologice, contribuind la mentinerea
homeostaziei celulare. In procesul de transmitere a semnalelor se include o retea de interactiuni atat in inte-
riorul celulelor, cat si dintre celule i planta in Intregime, care au la baza diverse cdi metabolice.

Au fost identificate mai multe reactii de raspuns la infectarea plantelor de catre organismele parazite, care
includ majorarea activitatii peroxidazei si a fenolilor [11], lignificarea [22], inducerea fitoalexinelor [25], ex-
presia proteinelor specifice [14] etc. Expunerea plantelor la conditii stresorice induce, de asemenea, produ-
cerea de specii reactive ale oxigenului (SRO), asa ca H,0,, radicali O, si OH [13,18,28], care modifica
statutul redox celular [8]. SRO sunt sintetizate in plante ca componenti ai metabolismului aerob, care decurge
in diferite organite celulare (mitocondrii, plastide si peroxozomi), in urma transportului de electroni, a reac-
tiillor mediate de enzime 1n procesul de fotorespiratie, f-oxidarii etc. [1]

Pe de o parte, SRO sunt molecule nalt reactive fata de lipidele membranare, proteine si ADN, reprezentand
principalii factori care contribuie la aparitia leziunilor ce deterioreaza activitatea functionald a celulelor [7] si,
respectiv, moartea acestora [20]. Pe de alta parte, speciile reactive ale oxigenului, la fel ca si acidul salicilic,
etilena si alti compusi [16], sunt implicate in transducerea semnalelor [12] si in activarea genelor de protectie
[13,18,28] si, respectiv, in mecanismul de protectie contra agentilor patogeni [2].

Nivelul inalt de SRO stimuleaza producerea acidului ascorbic, glutationului, a-tocoferolului si a carote-
noizilor [10], care contribuie la activarea enzimelor antioxidante — superoxiddismutazei, catalazei si peroxi-
dazei [15]. Drept reactie de raspuns la sporirea concentratiei de specii reactive ale oxigenului s-a constatat si
activarea proteinelor de soc, care protejeaza sistemul enzimatic celular impotriva proceselor oxidative [4], in
special proteazelor cu rol de degradare a proteinelor deteriorate [26].

Reiesind din cele sus-mentionate, scopul lucrarii rezida in analiza parametrilor statutului oxidoreducator
al plantelor prin prisma acumuldrii peroxidului de hidrogen (H,0,) si activitatii catalazei (CAT) in sistemul-
model de interactiune gazda-parazit pe exemplul florii-soarelui atacate de lupoaie.

Material si metode

Ca material de studiu au servit doud familii de floarea-soarelui (Valentino si Xenia), reprezentate de hibrizii
si liniile lor parentale, oferite de catre ASP ,,Magroselect” SRL (or.Soroca). Genotipurile respective au fost
testate fata de atacul lupoaiei (Orobanche cumana Wallr.), colectate de la plantele de floarea-soarelui infectate
in vara anului 2006 din zona de centru a Republicii Moldova. Semintele de lupoaie au fost separate de inflo-
rescente uscate si pastrate la intuneric la temperatura camerei.
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Conditiile de cultivare in vivo. Inocularea artificiald a plantelor a fost efectuatd in vase de vegetatie, in
care s-a introdus mixtura de sol (nisip: turba, 1:1, v/v) uniform infectatd cu seminte de lupoaie (la 200 g
amestec s-a adaugat 30 mg seminte) [21]. Amestecul de sol a fost udat cu 100 ml apa si vasele au fost lasate
7 zile pentru preconditionarea lupoaiei, dupa care au fost plantate semintele de floarea-soarelui germinate
timp de 2 zile. Vasele au fost expuse in camera de cultivare, la temperatura de 14-16°C cu fotoperioada de
12-14 ore si umiditatea de 60%.

Floarea-soarelui a fost prelevatd dupa 11 saptdmani de la plantare, fiind analizatd activitatea catalazei si
detectata prezenta H,0,.

Determinarea prezentei peroxidului de hidrogen. Ca substrat pentru identificarea vizuala a H,O, in frunze
a servit 3,3-diaminobenzidina (DAB). Limbul foliar impreuna cu petiolul s-a detasat de la planta cu bisturiul
si a fost incubat n solutie de 1mg/ml DAB, pH 3.8, timp de 8 ore la lumina, la 25°C. Apoi, frunzele au fost
fierte 2-3 min. in etanol 96%. Acest tratament a decolorat frunzele, cu exceptia zonelor brune, unde a avut
loc polimerizarea peroxidului cu DAB [18]. Pentru analiza au fost luate frunzele etajului superior al plantei.

Determinarea activititii catalazei prin metoda gazometrica [30]. In cadrul analizei au fost luate 0,3 g
material vegetal, majorat cu CaCO; pentru crearea mediului bazic (pH 7,7), la care, in scopul obtinerii unei
mase omogene, s-a adaugat apa. Amestecul s-a transferat in bratul mare al vasului de reactie, iar in bratul
mic s-au addugat 5 ml H,O, de 3%. Vasul s-a unit la gazometru, solutiile din vas amestecandu-se timp de
3 min. S-a determinat volumul O, degajat (ml O,/1g/min ).

Prelucrarea statisticd a datelor s-a efectuat prin analiza dispersionald, datele fiind comparate in baza
criteriului Fisher i prin estimarea limitei semnificative a diferentei (LSD) pentru P = 0,95 si P = 0,99 [29].
Calculele s-au realizat cu utilizarea aplicatiei Microsoft Excel.

Rezultate si discutii

Lupoaia reprezinta un parazit angiosperm lipsit de clorofila, care utilizeaza in procesul de crestere si dez-
voltare asimilatele din planta-gazda, provocand scaderea productiei atit sub aspect cantitativ, cat si calitativ.
Infectarea plantelor de floarea-soarelui cu lupoaie, prin penetrarea de catre parazit a celulelor din sistemul
radicular, provoaca un efect de stres. Celulele raspund la semnalele mecanice sau chimice din peretele celular
prin modificarea diferitilor indici ai metabolismului celular [11,14,22,25] si difuzeaza aceste semnale, pre-
ponderent la nivel de plasmodesme, in tot corpul plantei.

Una dintre reactiile primare ale plantelor la actiunea factorilor externi este stresul oxidativ, sau ,,explozia”
oxidativa, determinatd de modificarea potentialului electrochimic membranar si de actiune [8], care poate fi moni-
torizat prin cuantificarea potentialului redox, a metabolitilor asociati cu stresul oxidativ (peroxidul de hidrogen,
glutationul etc.), a enzimelor metabolismului oxidativ (catalaza, peroxidaza etc.) si a proteinelor de soc [5].

Rezultatele obtinute de noi in cadrul analizei semicantitative a H,O, prin colorare cu ajutorul DAB a atestat
prezenta acestuia in frunze atat in conditii normale, cat si In urma atacului, nsa in concentratii diferite. Astfel,
la familia Xenia, acumularea excesiva a H,O, s-a depistat la toate genotipurile atat in norma, cat si pe fon de
infectie. Prezenta peroxidului s-a manifestat cel mai pronuntat la forma paterna si hibrid, indicand astfel o
specificitate de genotip (Fig.1).
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Fig.1. Acumularea peroxidului de hidrogen la familia Xenia
(sagetile arata zonele Intunecate unde a avut loc acumularea peroxidului).

69



STUDIA UNIVERSITATIS
Revistd stiintificd a Universitdtii de Stat din Moldova, 2007, nr.7

O vadita reactie de raspuns la atacul patogenului a fost atestata la familia Valentino, unde la control H,O,
practic nu este prezent, pe cand la plantele afectate de lupoaie s-a atestat o acumulare excesiva a acestuia la
toate genotipurile familiei, dovada a reactiei de raspuns la atacul lupoaiei (Fig.2).

control infectat

Fig.2. Acumularea peroxidului de hidrogen la familia Valentino
(sagetile arata zonele Intunecate unde a avut loc acumularea peroxidului).

Intrucat orice reactie de stres provoaci acumularea excesiva a peroxidului de hidrogen (ca una dintre
reactiile primare de raspuns [1,19]) si, reiesind din faptul ca planta parazit lupoaia produce cantititi mari de
antioxidanti [27], consideram demonstrat rolul sistemului redox in interactiunea parazit-gazda [6,17].
Deoarece familia Xenia pune in evidentd un nivel sporit de toleranta fata de lupoaie, comparativ cu celelalte
genotipuri cercetate, putem considera ca concentratiile sporite ale peroxidului, constatate la genotipurile care
alcatuiesc aceasta familie, se asociazd cu majorarea rezistentei fatd de patogeni. Infectarea florii-soarelui cu
acest parazit intensificd puternic acumularea H,O, la locul infectiei, fiind determinatd de un complex de
mecanisme de reglare a continutului acestora [13], dar nu este clar dacd acumularea H,O, este declansata de
planta-gazda, de parazit sau de ambele organisme [23].

Reglarea si autoreglarea continutului SRO 1n plante se realizeaza la nivel de mecanisme enzimatice (actiunea
superoxiddismutazei, catalazei, peroxidazei etc.) si neenzimatice (antioxidantii, glutationul), care contribuie
la mentinerea echilibrului oxidoreducator si a homeostaziei celulare [13].

Rezultatele cercetarilor asupra activitatii catalazei (CAT, EC 1.11.1.6.), una dintre cele mai raspandite
enzime din clasa Oxidoreductazelor, cu functie de protectie a celulelor contra SRO, a demonstrat ca activi-
tatea CAT in frunzele genotipurilor de floarea-soarelui infectate scade fata de control.

In frunze se expreseazi gena catl, care codifica una dintre formele izoenzimatice ale catalazei (CAT-1),
activa in primele etape ontogenetice ale plantei [24]. Deoarece la genotipurile de floarea-soarelui analizate a
fost atestatda acumularea SRO, s-a presupus ca activitatea CAT este redusa din cauza supresiei genei catl [6],
intrucat se cunoaste ca in urma majorarii SRO in celulele supuse stresului scade activitatea enzimei [28],
ceea ce s-a observat la plantele studiate n conditii normale si infectate.

Astfel, activitatea CAT variazd intre 17,89-83,67 ml O,/1g m.v. Cele mai mari valori ale activitatii
enzimei in frunze la familia Xenia s-au constatat la linia materna, valorile obtinute la linia paterna si hibrid
fiind la nivelul genotipului matern. Pe fundal de infectie, activitatea CAT scade la toate genotipurile familiei
Xenia: cu 76,43% la linia materna, cu 34,65% la linia paterna si cu 20,86% la hibrid.

Activitatea CAT la genotipurile, care alcatuiesc familia Valentino, atestd valori mai mici fatd de familia
Xenia 1n conditii normale, rezultatele fiind confirmate si de prezenta redusad a H,O, (Fig.3), exceptie facand
hibridul care are valori de 83,67 ml O,/1g m.v. La genotipurile parentale activitatea enzimei variaza ne-
semnificativ — intre 50,0 si 45,89 ml O,/1g m.v. Pe fon de infectie, se atestd o scadere a activitdtii catalazei,
cu exceptia genotipului matern, unde s-a observat o crestere nesemnificativa, pe cand la hibrid se atesta o
diminuare a CAT — cu 49,11%.
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Fig.3. Activitatea catalazei in frunzele plantelor de floarea-soarelui.
(** P<0,01)

Intrucat lupoaia este un rizoparazit, perceptia (la nivelul receptorilor) si transmiterea semnalelor (prepon-
derent prin xilem si floem), ca rezultat al infectarii, se initiazd la nivelul sistemului radicular. Din aceste
considerente, a fost studiata activitatea catalazei in ridacinile plantelor de floarea-soarelui in conditii normale
de crestere si pe fundal de infectie cu lupoaie. S-a constatat ca activitatea enzimei este mai redusa comparativ
cu datele obtinute la nivelul frunzelor si variaza in limitele de 3,56-15,78 ml O,/1g m.v. Cele mai mari valori s-
au obtinut la genotipul patern al familiei Xenia. Pe fon de infectie se observa o diminuare nesemnificativa a
activitatii CAT la linia materna si hibrid si o diminuare semnificativa (cu 19,01%) Ia linia paterna (Fig.4).

é O control @ infectat é O control @ infectat
& 18 - £ 10,
Z" 16 A 5 94
© 14 S 8
g = 7]
12 |
10 6 1
i ]
8 | N
6 5
4 5 ]
2 - 1]
0- 0
? i F1 o gwx F1*
XENIA VALENTIO

Fig.4. Activitatea catalazei 1n raddcina plantelor de floarea-soarelui.
( ** P<0,01, *P<0,05)

Diminuarea activitatii catalazei in frunze in conditii de infectare coreleaza cu cea din radacina doar in
cazul genotipurilor familiei Xenia, pe cand la genotipurile din familia Valentino s-a atestat un fenomen
invers, observandu-se o majorare semnificativd a activitatii enzimei in sistemul radicular la genotipurile
infectate (21,95-93,60%). Sporirea activitatii CAT poate fi explicatd prin acumularea excesiva a SRO in
planta, in special la locul infectiei, acumularea data fiind declansata atat de planta-gazda, cat si de parazit [23].
Totodata, a fost stabilit ca valorile parametrului studiat la genotipurile infectate nu se deosebesc semnificativ
(Valentino Q — 8,0 ml 02/1g m.v., Valentino & — 8,17 ml 02/1g m.v., Valentino F, - 8,11 ml 02/1g m.v.,).

Astfel, rezultatele obtinute demonstreaza ca familia Valentino este susceptibila la atacul lupoaiei.
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Concluzii

1. Acumularea peroxidului in conditii normale manifesta specificitate de genotip, fiind mai pronuntata la
familia Xenia si practic lipseste la familia Valentino. Atacul cu lupoaie induce intensificarea sintezei H,O, la
genotipurile analizate, In special la reprezentantii familiei Valentino, constituind una dintre reactiile primare
de raspuns ale plantelor la stres.

2. Activitatea catalazei scade pe fon de infectie la familiile Xenia si Valentino la nivelul frunzelor ca
rezultat al acumuldrii SRO. Cantitatea H,0, coreleaza cu activitatea enzimei, atdt in conditii normale, cat si
in urma atacului lupoaiei, fiind relevata prin diminuarea acestui indice.

3. Diminuarea activitatii catalazei In frunze in conditii de infectare coreleaza cu cea din radicina doar in
cazul genotipurilor familiei Xenia, pe cand la genotipurile din familia Valentino s-a atestat un fenomen
invers, ceea ce denota o mai mare susceptibilitate a familiei date fatd de parazit.
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