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In prezenta lucrare au fost analizate in plan comparativ cercetirile expuse atat in publicatii stiintifice, cat si in trei
proiecte din bazele de date publice: Angiosperm Phylogeny Website, versiunea 13, Parasitic Plant Connection si Parasitic
Plant Genome Project, fiind trasate anumite dependente corelative dintre gradul de parazitism si tendintele evolutiei
genomului. S-a concluzionat ca numarul de cromozomi, prezenta unor introni, deletia unor regiuni din genomul plastidic
furnizeaza informatii utile in studiul mecanismelor evolutiei genomului, apartenentei taxonomice specifice etc.
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CARACTERISTICS OF THE GENOME OF OROBANCHACEAE

The researches both from the scientific publications and three projects included in public databases: Angiosperm
Phylogeny Website, version 13, Parasitic Plant Connection, Parasitic Plant Genome Project have been analysed and
some correlation between degree of parasitism and genome evolution of Orobancheae have been highlighted. It has
been concluded that number of chromosomes, presence of introns, deletion of some regions of plastid genome, provides
useful information for studying of genome evolution mechanisms, specific taxonomic affiliations etc.
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Introducere

Antofitele parazite reprezinta un grup de plante slab studiat, interesul fiind determinat, in special, de rolul
devastator in diminuarea recoltelor agricole. Cercetarea genomului acestor specii s-a axat, pana nu demult,
in mare parte pe seturi restranse de gene-candidat, implicand tehnologii low-throughput (e.g. Suppression
Subtractive Hybridization) [1,2]. Dezvoltarea tehnicilor de secventiere in masa a permis desfiasurarea unor
studii moleculare de amploare a genomului, transcriptomului, proteomului la un numar tot mai mare de specii.
Astfel, a fost lansat proiectul Parasitic Plant Genome Project ce vizeaza elucidarea modificarilor la nivel de
genom asociate cu stabilirea modului de viatd parazitar. Proiectul a demarat cu transcriptomurile speciilor
parazite din 3 genuri diferite ale familiei Orobanchaceae (Triphysaria, Striga si Orobanche aegyptiaca) la
diferite etape ale invaziei speciei gazda Arabidopsis thaliana [3].

Familia Orobanchaceae este atribuitd ordinului Lamiales si cuprinde un numadr estimativ de 2000 de
specii [4]. Gratie faptului ca este unica familie care include intreaga gama de etape tranzitionale evolutive, de
la modul de viata autotrof, semiparazit, pana la cel holoheterotrof, Orobanchaceae prezinta un model pentru
studiul evolutiei parazitismului, mecanismelor de recunoastere a gazdei si specificului de diversificare a
spectrului de gazde, traficului macromoleculelor si evolutiei genomului dupa pierderea fotosintezei.

In prezenta lucrare au fost analizate in plan comparativ cercetarile expuse atat in publicatii stiintifice, cat si
in trei proiecte din bazele de date publice: Angiosperm Phylogeny Website, versiunea 13 (http.//www.mobot.org/
MOBOT/research/), Parasitic Plant Connection (http:.//www.parasiticplants.siu.edu/) si Parasitic Plant
Genome Project (PPGP, http://ppgp.huck.psu.edu/), care oferd informatii privind analiza comparativd a
genomului plantelor parazite.

Caracteristica genomului nuclear

O trasatura specifica a genului Orobanche si a genurilor Inrudite este numérul mare de cromozomi, de la
12, cunoscut la Aphylon, Myzorrhiza si Phelipanche, pana la 41 de cromozomi la Kapsiopsis [5,6]. Numarul
de cromozomi, poliploidia i marimea genomului sunt inalt variabile in interiorul familiei, constituind
obiectivul mai multor studii asupra parazitilor din Orobanchaceae. Se cunoaste ca Lindenbergia si Schwalba
poseda 16 si, respectiv, 18 cromozomi [7,8]. Fiind in majoritate diploide, cu exceptia unei specii tetraploide,
grupul cel mai apropiat si Inrudit de Orobanchaceae — Rehmania — contine 14 cromozomi [9]. Conform
datelor curente, un numar mai mare de cromozomi este specific reprezentantilor din clasa Orobanche
exclusiv holoparazita, pe cand poliploidia este o trasdtura caracteristica semiparazitilor (ex. Castilleja,
Striga, Euphrasia) [10-12].
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Genurile Lindenbergia, Schwalbea $i Odentites au cele mai mici genomuri (0,45 — 0,56 Gbp), similare cu
dimensiunea genomului plopului si al orezului [7,8,13]. Alte Orobanchaceae fotosintetice, precum Rhinanthus
si Melampyrum, depasesc de trei ori marimea genomului uman [14]. Cel mai mic genom in clasa Orobanche
holoparazita il poseda O. cumana [6].

Diferentele in marimea genomurilor de Orobanchaceae, similar majoritatii plantelor, sunt determinate de
abundenta ADN-ului repetitiv. De exemplu, in speciile de Striga (S. asiatica, S. forbesii, S. gesnerioides,
S. aspera, S. hermonthica) ADN-ul repetitiv, reprezentat de elementele transpozabile, constituie aproximativ
10-19% din genomul nuclear [15].

Controlul si mecanismele reglatoare pentru elementele transpozabile sunt taxon-specifice si contribuie
pe larg la stabilitatea genomica [16]. Se cunoaste ca la unele plante limitarile in nutritie afecteaza structura
genomului. In ceea ce priveste parazitii obligatorii, gratie nutrientilor oferiti de planta gazda, aceste limitari
pot si nu conditioneze modificari [17]. In acest context, prezintd interes de a studia daca evolutia marimii
genomului coreleaza cu spectrul de gazde sau cu gradul de parazitism.

Plantele poliploide din familia Orobanchaceae tind sa reduca marimea genomului monoploid, ceea ce
este In congruentd cu unele linii de angiosperme poliploide neparazite. Desi mecanismele genetice nu sunt
bine descifrate, se considerad ca reducerea marimii genomului poate avea cauze de natura biofizica sau bio-
chimica (de ex., imperecherea cromozomilor In mitoza si meioza) [18,19]. La Orobanchaceae cele mai frec-
vente procese de crestere si descrestere a numarului de cromozomi sau a marimii genomului s-au constatat in
clasa Orobanche.

Caracteristica genomului extranuclear

Cromozomul plastidic (plastomul) la angiosperme are o structurd inalt conservata si codifica proteine ale:
subunitatilor aparatului fotosintetic (fotosisteme, complexul citocromic, ATP sintaza si complexul NAD(P)H),
metabolismului lipidic, ribozomilor, complexului polimerazic, procesing-ului transcriptilor (matK, infA4,
clpP, ycf3, ycf4). Doua dintre cele mai mari gene din genomul plastidic ycf7 si ycf2 prezintd un nalt grad de
conservatism de secventa atat la plantele fotosintetice, cét si la cele nefotosintetice [20]. Functia acestora nu
este cunoscuta, dar se presupune cé ele nu poseda functii metabolice, fiind implicate in procese housekeeping
[21]. Aditional, genomul plastidic include doua seturi pentru patru gene codificatoare de ARN ribozomal si
30 de gene pentru ARNt [22].

Gratie naturii sale compacte si rolului primar in fotosinteza, o atentie deosebitd s-a acordat evolutiei geno-
murilor plastidice ale plantelor lipsite de fotosinteza. Inca in anul 1990 Pamphilis si Palmer au raportat de-
spre pierderea tuturor genelor codificatoare pentru complexul dehidrogenazic NAD(P)H plastidic din plasto-
mul holoparazitului Epifagus virginiana. Pierderile masive de gene au condus la reducerea aproximativ in
jumatate a genomului fatd de speciile fotosintetice inrudite. De exemplu, mai multe gene codificatoare ale
aparatului genetic sunt nefunctionale, inclusiv gene pentru ARNt, gene ale complexului polimerazic si unele
gene codificatoare pentru proteinele ribozomale. Doar un numar mic de gene inrudite cu cele fotosintetice se
mentin in plastom sub forma de pseudogene (de ex., WrbcL si WatpA). Cu toate acestea, pozitia genelor si a
repetitiilor inversate rdmane, in mare masura, aceeasi sau colineard cu cea a plantelor fotosintetice [23,24].

Diferite specii din Orobanchaceae poseda plastomuri considerabil diferite dupa dimensiune, indicand ca
evolutia reductivd a ADN-ului plastidic este un proces specific. Experientele de cartare restrictionald exten-
siva au sugerat ca Conopholis americana poseda un genom plastidic semnificativ mai mic (cca 45 kb) fata
de ruda sa apropiata E. virginiana, datorita pierderii unei repetitii inversate largi [25,26]. Contrar, genomul
plastidic al holoparazitului Lathraea clandestina are o marime de circa 100-110 kb, cu sintenia genelor coli-
neard cu Epifagus si majoritatea plantelor fotosintetizatoare [27]. In general, liniile de Orobanchaceae mai
vechi, precum Epifagus, poseda o reducere mai mare a plastomului fata de liniile evolutiv mai tinere, precum
Lathraea si Hyobache [28].

Numeroase date sunt disponibile pentru gena rbcL care codifica subunitatea mare a complexului RuBisCO.
Unele linii nefotosintetice (de ex., Lathraea, Harveya, Myzorrhiza) pastreaza intact cadrul de citire pentru
rbeL [13,29,30]. Alte plante nefotosintetizante, inclusiv majoritatea speciilor de Orobanche, poartd doar co-
pia pseudogenei, iar unele indica deletia genei rbcL din plastom [29,31]. Astfel, s-a presupus o noua functie
pentru complexul RuBisCO, neasociatd cu fotosinteza, dar asociatd cu biosinteza aminoacizilor si calea
metabolica de glicoliza [28,29]. Conform datelor din literatura, putem conchide ca limitarea constrangerilor
functionale i, ulterior, pierderea rapida a genelor incepe dupa tranzitia la stilul de viata heterotrof obligator.
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Reorganizarile structurale ale ADN-ului plastidic (de ex., inversiile) la plantele parazite au loc cu o ratd
considerabil mai mica In comparatie cu cantititile de ADN pierdute. Sunt putine rapoarte privind modifica-
rile structurale ale plastomului. In general, gradul inalt de conservare structurald constatat pentru majoritatea
angiospermelor este valabil si pentru holoparazitii din Orobanchaceae, chiar si pentru o duratd lungéd dupa
pierderea functiei fotosintetice [32].

Genomurile mitocondriale (condriomuri), spre deosebire de plastomuri, sunt foarte predispuse atat la
transferul orizontal al ADN-ului, cat si al ADN-ului din alte genomuri celulare, ceea ce le fac subiecte dificile
pentru studiile evolutive si filogenetice [33,34].

Se considerd cd ADN-ul genomului mitocondrial evolueaza, In mod normal, mult mai lent decat ADN-ul
nuclear [30]. Totusi, unele holoparazite, cu exceptia celor din Orobanchaceae (Epifagus, Orobanche si
Boschniakia), sunt supuse unei rate ridicate de substitutie a nucleotidelor in ARN-ul mic ribozomal, in genele
mitocondriale coxl, atpl, matR si exonii B si C ai genei nadl [35,36].

Putin se cunoaste despre modificarile micro- si macrostructurale, precum insertii, deletii si inversii in
ADN-ul mitocondrial codificator si necodificator la plantele parazite. Este remarcabil faptul ca plantele para-
zite au un intron in gena cox/ caracteristic pentru zece dintre cele 12 linii de angiosperme la care parazitismul
a evoluat independent [35]. Majoritatea modificarilor structurale genetice la paraziti au avut loc prin transfe-
rul orizontal de la planta la planta. Astfel, interactiunea apropiata dintre plantele parazite si gazdele lor sustin
ipoteza privind calitatea de donor a plantelor a intronului cox/ la patogeni [37].

Transferul orizontal de gene

Sistemele gazda-parazit sunt predispuse pentru transferul orizontal de gene/ADN. Se considera ca la
plante transferul ADN-ului de la alte specii are loc cel mai frecvent in ADN-ul mitocondrial. Un exemplu
elocvent de transfer orizontal, care implicé genele mitocondriale, se referd la regiunea atp! a plantelor pa-
razite Rafflesicaceae $i Apodanthaceae. O copie care vizeaza secventa partiald a genei afp/, primitd prin
transfer orizontal, a fost identificatd in mitocondria la Pilostyles thurberi [35]. De asemenea, copii ale genei
atpl de la gazde au fost transferate la speciile clazilor Bartsia si Cuscuta [37].

Transferul ARN-ului de la gazda la parazit a fost raportat la Triphysaria versicolor si Phelipanche
aegyptiaca [38]. Un fenomen similar a fost descris si pentru Cuscuta [39].

Datele curente sugereaza ca parazitii pot avea acces la o varietate larga de ARN a gazdei, inclusiv la trans-
criptii codificatoare care functional sunt localizate in plastidele gazdelor. Astfel de cazuri au fost raportate
pentru o gend expresata in nucleu, cu o functie necunoscuta, la Striga hermonthica si Rafflesia [40].

La Orobanche si Phelipanche a fost descris transferul orizontal al genelor rbcL, rps2 si trnL-F din regiu-
nile genomice plastidice. Cu toate acestea, se considerd ca fragmentele primite prin transfer orizontal sunt
localizate preponderent in genomul nuclear sau cel mitocondrial §i mai putin in plastom [41].

Concluzii

Din datele relatate se constata ¢d membrii familiei Orobanchaceae poseda genomuri foarte dinamice,
rezultat al poliploidiei si al modificarilor semnificative ale genomului si evolutiei cromozomilor. Studiul
plastomului a pus in evidentd dinamica diferentiald si complexa de reducere a acestuia dupa pierderea capa-
citatii de fotosinteza. Proiectele de analiza a transcriptilor au relevat gene ipotetic implicate in caile metabo-
lice si de semnalizare specifice sistemelor gazda-parazit.

In pofida progreselor obtinute, intelegerea evolutiei speciilor Orobanchaceae este limitata de lipsa datelor
complete privind structura si dimensiunea genomurilor, expresia genelor si variatiile epigenetice. Cunoaste-
rea specificului relatiilor in patosisteme, in special a aspectelor moleculare, ar facilita explicarea tendintelor
de evolutie a sistemului gazda-parazit, dar, in primul rand, construirea unor strategii mai eficiente de amelio-
rare atat clasica, cat si prin metode de inginerie genica.
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