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Factorii de transcriptie TGA2, TGAS si Why1 au roluri esentiale in raspunsul plantelor la stresul biotic si abiotic,
fiind implicati in semnalizarea hormonald (AS, ABA, AJ), detoxifierea speciilor reactive de oxigen si activarea gene-
lor PR. In studiul prezent a fost analizati expresia acestor factori la trei genotipuri de floarea-soarelui, cu nivel diferit
de rezistenta la holoparazitul Orobanche cumana, in prezenta si absenta lupoaiei. Rezultatele evidentiaza profiluri
transcriptionale diferentiate intre genotipuri, cu supraexpresie, respectiv, subexpresie semnificativa a genelor 7GA42
si TGAS5 in genotipurile rezistente, in special la 12 si 24 de ore post-inoculare, si o scadere a expresiei Why!. Studiul
confirma implicarea acestor factori in mecanismele de rezistentd timpurie la stres biotic, sugerand potentialul lor ca
marcheri moleculari in selectia genotipurilor rezistente.

Cuvinte-cheie: Orobanche cumana, floarea-soarelui, stres biotic, factori de transcriptie, expresie genicd,
rezistentd sistemica dobandita, lupoaie.

THE ROLE OF TRANSCRIPTION FACTORS TGA2, TGAS AND WHY1

IN SUNFLOWER RESPONSE TO INFECTION BY OROBANCHE CUMANA WALLR

The transcription factors TGA2, TGAS, and Whyl play essential roles in plant responses to biotic and abiotic
stress, being involved in hormonal signaling (SA, ABA, JA), detoxification of reactive oxygen species, and activa-
tion of PR genes. In the present study, the expression of these factors was analyzed in three sunflower genotypes,
exhibiting different levels of resistance to the holoparasite Orobanche cumana, under both infested and non-infes-
ted conditions. The results reveal distinct transcriptional profiles among genotypes, with significant upregulation
or downregulation of TGA2 and TGAS in resistant lines, particularly at 12 and 24 hours post-inoculation, and a
general decrease in Whyl expression. The study confirms the involvement of these transcription factors in early
resistance mechanisms against biotic stress and suggests their potential as molecular markers for selecting resis-
tant genotypes.

Keywords: Orobanche cumana, sunflower, biotic stress, transcription factors, gene expression, systemic acquired
resistance, broomrape.

Introducere

Factorii de transcriptie (FT) TGA2, TGAS si Why1 au o importantd majora in procese fundamentale
ale plantelor, cum ar fi cresterea si dezvoltarea [1], reglarea ritmului circadian [2], mecanismele de deto-
xifiere [3] si participa in reglarea raspunsurilor celulare si moleculare la stresul biotic si abiotic, facilitdnd
adaptarea organismelor la deficiente de nutrienti (precum azotul si fosforul), salinitate, secetd, toxicitatea
metalelor grele si stresul fotooxidativ [3, 4].

TGA2 si TGAS fac parte din familia de factori de transcriptie TGA (TGACG-binding) implicati in mul-
tiple cai de semnalizare hormonala, precum cele mediate de acidul salicilic (AS), acidul abscisic (ABA) si
acidul jasmonic (AJ). Acestia sunt sensibili la starea redox a celulei, participand activ la cai de semnalizare
asociate cu eliminarea speciilor reactive de oxigen (SRO) generate in conditii de stres [5].

Numarul FT TGA variaza de la o specie la alta, iar expresia acestora este reglata diferentiat in functie de
tipul de tesut si de natura factorilor de stres [6]. In cazul florii-soarelui, au fost identificate 14 gene HaTGA,
care, conform analizelor filogenetice si ale colinearitatii, au fost divizate In cateva grupuri distincte [4]. La
Arabidopsis thaliana au fost identificati 10 factori de transcriptie din familia TGA [7]. Sapte dintre acestia
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(TGA1-TGAY7) interactioneazd cu proteina NPR1 (Nonexpresser of Pathogenesis-Related Genes 1), un
reglator-cheie 1n activarea raspunsului de aparare indus de acidul salicilic (AS).

Este bine cunoscut faptul ca infectiile locale cu patogeni, precum si tratamentul cu molecule semnal,
cum ar fi AS, sau analogii sdi functionali — acidul 2,6-dicloroizonicotinic si benzotiadiazolul, declanseaza
mecanismele de rezistenta sistemica dobandita (RSD). In acest context, complexul AS-NPR1 este recrutat
de factorii de transcriptie TGA pentru a activa expresia genelor de tip PR (patogenesis-related), care codifi-
ca proteine cu rol esential in apararea plantelor, contribuind la prevenirea sau incetinirea colonizarii gazdei
de catre patogeni. Aceste gene sunt considerate efectorii RSD si asigura rezistenta cu spectru larg impotriva
diverselor clase de agenti patogeni. Astfel, supraexpresia genei NPRI la Arabidopsis si orez determind o
crestere semnificativa a rezistentei la stresorii biotici [8, 9].

Whyl (sau Whirlyl) este un factor de transcriptie care apartine familieir Whirly si este implicat in
reglarea expresiei genelor legate de raspunsul la stres oxidativ si in protectia ADN-ului din cloroplaste
si mitocondrii. Why1 contribuie la mentinerea integritatii genomului organitelor celulare in conditii de
stres si regleaza expresia genelor antioxidante, ajutdnd astfel planta sa faca fata stresului oxidativ gene-
rat de atacuri biotice sau de factorii abiotici (cum ar fi lumina intensa sau seceta). De asemenea, Whyl
poate avea un rol in coordonarea comunicarii nucleu-organite in procesul raspunsului la stres, procesele
de reparatie, mentinerea telomerelor si senescenta frunzelor [10]. Factorul de transcriptie Whirlyl, care
leagd ADN monocatenar, se numard printre putinele gene despre care se considera ca sunt implicate in
semnalizarea AS si apdrarea plantelor independentd de NPR1, contribuind la expresia genei PR1, indife-
rent de prezenta NPR1 [11]. Astfel, a fost stabilit rolul Why! in reglarea expresiei genelor PR/ si PR10,
sporind astfel rezistenta plantelor de Vitis la Phytophthora capsica [10].

Rezistenta florii-soarelui la lupoaie (Orobanche cumana) — o angiosperma holoparazita devastatoare,
are un caracter complex, determinat de mai multe mecanisme care actioneaza in diferite etape ale dez-
voltarii parazitului. Aceste mecanisme includ un sir de procese pre- si post-atasare — reducerea germinarii
semintelor de lupoaie, inhibarea atasarii si patrunderii haustoriului in radacinile florii-soarelui, precum
si inducerea necrozei parazitului. Rezistenta geneticd la lupoaie este, Tn majoritatea cazurilor, vertica-
1a, urméand modelul interactiunii gena-pentru-gend, conform céruia o gend dominanta de rezistentd din
planta-gazda interactioneaza cu o gena de avirulentd dominanta a parazitului [12]. Pe langa genele majo-
re de rezistentd, cercetdrile moleculare au evidentiat existenta unor sisteme genetice mai complexe care
influenteaza rezistenta la O. cumana, cum ar fi locii traséturilor cantitative (quantitative trait loci — QTL),
care determind reducerea numarului de lastari de lupoaie per plantd gazda oferind o protectie cumulativa
[13]. Totodata, exista unele studii sporadice care indica o posibila diminuare a infestarii cu Orobanche cu-
mana prin activarea rezistentei sistemice dobandite [14].

In contextul celor expuse, prezinti interes analiza pattern-ului de expresie a factorilor de transcriptie
TGA2, TGAS si Whyl in conditii de stres biotic, in special in cazul interactiunii dintre floarea-soarelui si
parazitul Orobanche cumana.

Metode si materiale

Material vegetal si conditii de cultivare. Analizele au fost efectuate pe tesut radicular prelevat de
la plantule de floarea-soarelui (Helianthus annuus L.), apartinand a trei hibrizi F : Favorit si P64LE20,
care contin gene de rezistentd la Orobanche cumana, respectiv Performer, lipsit de astfel de gene. Ma-
terialul semincer utilizat in experiment a fost furnizat de Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
Agricola Fundulea (Romania). Semintele au fost germinate si crescute pana la faza de doud frunzulite
adevarate in cutii Petri, pe un substrat de perlit. Pentru obtinerea variantelor supuse stresului biotic,
in mediul de cultura au fost adaugate seminte de lupoaie (O. cumana), pre-germinate pe exudatul unui
genotip sensibil.

Probele de tesut radicular au fost colectate de la plantule cultivate in prezenta (conditii de stres bi-
otic) si In absenta (martor) holoparazitului O. cumana. Analiza transcriptomica timpurie a raspunsului
plantei gazda, in faza de pre-atasare, a fost realizata la patru intervale de timp: 2, 6, 12 si 24 ore post-
inoculare.
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Izolarea ARN-ului total si sinteza ADNc. ARN-ul total a fost extras din probele de tesut radicular (con-
gelate n azot lichid si pastrate la —80°C) folosind reactivul TRI-zol, conform protocolului standard (Appli-
ed Biosystems). Calitatea si concentratia acizilor nucleici au fost evaluate spectrofotometric (la 260 si 280
nm) si prin electroforeza pe gel de agaroza 1%. Sinteza ADNc a fost realizata utilizand reactivul RevertAid
RT, in prezenta primerilor Oligo(dT)18 si a hexamerilor aleatori, conform instructiunilor producatorului
(Fermentas).

Analiza expresiei genice prin Real-Time PCR. Expresia relativa a genelor de interes a fost determinata
prin PCR 1n timp real, utilizand sistemul QuantStudio® 5 (Applied Biosystems), cu urmatorul program de
amplificare: 95°C timp de 10 minute; 5 cicluri la 95°C — 15 secunde si 64°C — 20 secunde; urmate de 40
de cicluri la 95°C — 15 secunde si 60°C — 40 secunde. Reactia a fost realizata cu reactivul Maxima SYBR
Green/ROX PCR (Fermentas), primeri specifici (0,4 uM) si 2 ul de ADNc rezultat din reactia de revers-
transcriptie.

Pentru proiectarea primerilor specifici, au fost utilizate secventele nucleotidice cunoscute la Helianthus
annuus, disponibile 1n baza de date NCBI:

WHYI (GenBank: GE491965.1): primeri F/R — gcgttcaagctgacaaaagag / aggctgataatgcttccgatt

TGA2 (GES516848.1): primeri F/R — tggtgatggtgaactgagga / tccacatgcctgagagaaca

TGAS5 (GE512673.1): primeri F/R — ctcgggaatgtggaaaacac / tgetgcteggttaaaggtte

Expresia relativa a genelor analizate a fost normalizata fata de gena de referinta actina (AF282624.1),
conform metodei 2"—22¢T [15]. Experimentele au fost realizate in trei repetitii biologice. Semnificatia
statisticd a diferentelor de expresie a fost evaluata utilizand testul ¢ standard (p < 0,05). Diferentele de ex-
presie (fold change - FC) > 1,5 au fost considerate biologic relevante si statistic semnificative la p <0,05.

Rezultate si discutii

Datele obtinute privind expresia genelor codificatoare pentru factorii de transcriptie 7GA2, TGAS si
WHY]1 la trei genotipuri distincte de floarea-soarelui (Favorit — rezistent la rasele A-F de Orobanche cuma-
na, P64LE20 — rezistent la rasele A-G, si Performer — sensibil) evidentiaza un profil de expresie diferentiat,
atat In prezenta stresului biotic indus de patogen, cat si in conditii de control, la diferite intervale de timp
(2, 6, 12 si 24 de ore de co-cultivare).

Factorul de transcriptie 7GA2, cunoscut pentru rolul sau central in semnalizarea mediata de acidul salici-
lic (AS), prezintd un profil de expresie relativ constant in radacinile plantelor de floarea-soarelui cultivate in
prezenta infectiei cu Orobanche cumana (Fig. 1). Valorile inregistrate pentru expresia acestei gene variaza
intre 0,019 si 0,040, indicand o oscilare moderata. In schimb, in variantele martor (in absenta parazitului),
TGA2 inregistreazd o dinamica mai fluctuantd, cu variatii mai ample ale nivelului transcriptional (intre
0,014 51 0,060). Genotipul Favorit prezinta un profil marcat de oscilatii pronuntate atat in conditii de co-cul-
tivare gazda-parazit, cat si in absenta infectiei. Contrar, genotipul P64LE20 se remarca o printr-o expresie
mai uniforma si sustinuta in timp.
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Figura 1. Analiza expresiei genei 7GA2 prin qPCR la diferite genotipuri de floarea-soarelui, in
absenta (martor) — A si prezenta — B parazitului Orobanche cumana Wallr. Timpul de co-cultivare
planta gazda-parazit: 2 h,6 h, 12 hsi24 h
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Gena TGAS5 este expresatd intr-un mod mai uniform (Fig. 2). Cu mici exceptii atat genotipul sensibil,
cat si cele rezistente prezintd profile transcriptionale similare la probele martor si cele cultivate in prezenta
lupoaiei. De remarcat nsd faptul ca la hibrizii Performer si P64LE20, in majoritatea cazurilor, expresia este
mai redusa in conditii de stres comparativ cu proba de referinta, iar la Favorit se observa valori mai ridicate,
in special la 12 si 24 h post-inoculare.
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Figura 2. Analiza expresiei genei 7GAS5 prin qPCR la diferite genotipuri de floarea-soarelui, in
absenta (martor) — A si prezenta — B parazitului Orobanche cumana Wallr. Timpul de co-cultivare
planta gazda-parazit: 2 h,6 h, 12 hsi 24 h

Fluctuatii mai evidente au fost relevate, in special, la genotipul P64LE20 unde, in absenta infectiei, va-
lorile au variat intre 0.009—-0.073, cu un maxim la 24 h si un minim la 6 h, iar in cazul cultivarii in prezenta
parazitului, expresia a scazut pana la un minim de 0.005. Spre deosebire de acesta Favorit prezinta un profil
mai echilibrat, cu activare treptata si valori constante, atingand valoarea de 0,049 la 24 ore.

Expresia relativa a factorului de transcriptie WHY1 prezinta o dinamica oscilanta (Fig. 3) mai accentuata
in variantele martor, cu valori intre 0.092—0.435, maximul fiind atins la Favorit (24 h) si minimul la Per-
former (12 h). In prezenta infectiei cu Orobanche cumana, expresia Why1 scade in majoritatea variantelor,
cu valorile minime (0.104) si maxime (0.434) marcate la genotipul Favorit. Cel mai fluctuant profil a fost
relevat la genotipul sensibil Performer in absenta lupoaiei, in timp ce la P64LE20 expresia ramane relativ
constantd, cu un profil similar la martor si in conditii de stres, si marcat de o usoara scadere la co-cultivarea
gazda-parazit.
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Figura 3. Analiza expresiei genei Whyl prin qPCR la diferite genotipuri de floarea-soarelui, in
absenta (martor) — A si prezenta — B parazitului Orobanche cumana Wallr. Timpul de co-cultivare
planta gazda-parazit: 2h,6 h,12 hsi24 h

In conditii de infectie, Favorit si Performer au profile similare caracterizate prin acumularea maxima de
transcripti la 2 h post-inoculare, urmatd de scaderi ulterioare si o usoara crestere la fazele mai tardive ale
interactiunii (12-24 h).

Conform studiului realizat de Guo et al. [16], patru gene care codifica factori de transcriptie din familia
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Figura 4. Valorile raportului de expresie a relevand reactii distincte ale hibrizilor.
genelor TAG2, TAGS, Whyl la plantele cultivate Daca pattern-urile de expresie in fazele initiale
in absenta si in prezenta parazitului O. cumana de interactiune (2 si 6 h) sunt fluctuante, cu sub- sau
Wallr supraexpresia unor sau altor gene, in majoritatea

cazurilor diferentele FC fiind nesemnificative, la
etapele mai tarzii de contact gazda-parazit (12 si 24 h) profilurile transcriptionale tind sa se stabilizeze,
conturand raspunsuri mai consistente. Astfel, in cazul genei 7GA2, genotipul Performer prezinta inhibarea
expresiei, cu o reducere de ~2,0 ori, in timp ce la P64LE20 se Inregistreaza o supraexpresie marcantd. La FT
TGAS5, Performer si P64LE20 manifesta inhibare, care este mai accentuata in cazul P64LE20 (de 2,1 pana
la 3.4 ori) comparativ cu Favorit, ce mentine preponderent un nivel crescut al transcriptiei.

Rezultate similare au fost raportate de Guo et al. [16], care au investigat raspunsul transcriptional al
unor genotipuri contrastante (rezistent si sensibil) de floarea-soarelui la infectia cu fungul Verticillium da-
hliae, analizand expresia genicd la 6, 12 si 24 de ore, precum si la 2, 3, 5 si 10 zile post-inoculare. Studiul
a evidentiat ca genele 7G4, alaturi de NPRI1, au fost activate in genotipul rezistent, dar reprimate in cel
sensibil. Este bine cunoscut faptul ca in calea de semnalizare mediatd de acidul salicilic, NPRI are un rol
esential in inducerea genelor de aparare prin activarea factorilor de transcriptie TGA.

Huang et al. [17] au stabilit ca expresia genei 7GA3 a fost semnificativ mai ridicata la genotipul rezistent
de floarea-soarelui comparativ cu cel rezistent, in special in primele 24 de ore de interactiune cu O. cumana,
indicand rolul acesteia In imunitate fatd de lupoaie. Conform analizei transcriptomice, rezistenta timpurie
a florii-soarelui la parazitismul O. cumana depinde de procese mediate de proteina RPS4, prin care EDS1
(Enhanced Disease Susceptibilityl) —un reglator al raspunsului de aparare stimuleaza acumularea AS, ceea
ce duce la cresterea expresiei 7GA3.
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In contrast, in studiile anterioare [18] privind fazele tardive de dezvoltare ale sistemului gazda-parazit
H. annuus — O. cumana, genotipul sensibil a prezentat, in majoritatea cazurilor, o supraexpresie stabila,
ceea ce sugereazd un raspuns de tip RSD 1n absenta mecanismelor eficiente de rezistenta mediate de gene
specifice. Genotipul Favorit a mentinut un profil transcriptional similar intre fazele timpurii si cele tardi-
ve, caracterizat in principal prin inhibarea expresiei genei 7GA2 si o tendintd de supraexpresie a 7GAJ5,
diferentele fiind predominant nesemnificative, indicand o strategie de raspuns diferitd fatd de Performer
si P64LE20.

Cu referire la gena Why 1, Performer se remarca printr-o intensificare a expresiei la 12 si 24 h post-inocu-
lare, in timp ce genotipurile rezistente, in special Favorit, prezintd un model de inhibare accentuata la aceste
intervale de timp, indicand o reglare diferentiata a raspunsului defensiv. Aceste tendinte sunt, intr-o masura
oarecare, conforme cu cele raportate in studiul anterior realizat la faze tardive post-atasament (18—67 zile),
unde inhibarea expresiei Whyl a fost constant observata la genotipurile rezistente, pe cand la genotipul
sensibil Performer au fost stabilite inclusiv cazuri de supraexpresie[18].

Concluzii

Studiul de fata evidentiaza implicarea diferentiatd a factorilor de transcriptie 7GA2, TGAS5 si Whyl in
raspunsul timpuriu al florii-soarelui la infectia cu Orobanche cumana, in functie de nivelul de rezistenta al
genotipurilor analizate.

Genotipul Favorit a manifestat un profil transcriptional relativ stabil pentru factorii de transcriptie din
familia TGA, cu un model de oscilatii similar in varianta martor si pe fundal de infestare, diferentele de
expresie fiind preponderent nesemnificative statistic. Acest comportament sugereaza un raspuns mai echili-
brat in comparatie cu P64LE20, unde s-a observat o supraexpresie semnificativa a genei 7GA2 si o inhibare
marcanta a 7GAS5. Contrar, genotipul sensibil Performer a manifestat un raspuns transcriptional fluctuant,
caracterizat prin reprimarea semnificativa a activitatii genelor 7G4 in prezenta parazitului.

Expresia genei Whyl s-a dovedit a fi semnificativ crescuta in genotipul sensibil Performer in conditii
de stres biotic, In timp ce genotipurile rezistente (preferential hibridul Favorit) au prezentat o inhibare a
acesteia, n special la 12 si 24 ore post-inoculare. Aceste rezultate sustin ipoteza conform careia Whyl este
negativ reglat in cadrul raspunsurilor eficiente de tip RSD.

In ansamblu, expresia genica a genelor analizate a variat in functie de timp, cu modificari semnificative
(de tip supra- sau subexpresie) observate preponderent la 12 si 24 ore post-inoculare.
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