RECEPTIONAT

Agentia Nationala pentru Cercetare si Dezvoltare

La data:

AVIZAT
Sectia ASM

RAPORT STIINTIFIC FINAL
privind executarea proiectului de cercetari stiintifice fundamentale,
pentru tineri cercetitori
pentru anul 2019

Proiectul (titlul) EEECTUL IMEDIAT AL FITOPARAZITULUI ORABANCHE CUMANA
WALLR ASUPRA FLORII-SOARELUI (HELIANTHUS ANNUUS L)
Cifrul Proiectului 19.80012.05.08F

Directia Strategica Biotehnologie” 16.05

termen de executare: 31 decembrie 2019

Conducatorul proiectului dr. Martea Rodica

Rectorul Universitatii de Stat ”"Dimitrie Cantemir  dr. hab. Hanganu Aurelia

Presedintele senatului USDC dr. hab. Hanganu Aurelia

L.S.

CHISINAU 2019



10.

11.
12.

13.

14.

CUPRINS:

Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului
Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului

2.1. Analiza bazelor de date genomice privind genele implicate in
mecanismele de rezistenta imediate

2.2. Evaluarea fenotipica a raspunsului imediat a genotipurilor rezistente si
sensibile de floarea-soarelui la infectia artificiala cu lupoaie

2.3. Estimarea nivelului de expresie a genelor de interes prin Real Time
PCR

2.4. Corelarea expresiei genelor cu particularitatile genotipului de floarea-
soarelui §i durata interactiunii gazda-parazit

Cele mai relevante realiziri obtinute in cadrul proiectului
Participarea in programe si proiecte

Colaborari stiintifice internationale/nationale

Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate

Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii
proiectului

Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international
Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului

Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului,
implementarilor, recomandarilor

Concluzii.

Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetatori,
doctoranzilor

Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul
proiectului

Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

10
11
11
11
11

12
12

13

14
15

16

17



1. SCOPUL SI OBIECTIVELE PROPUSE SPRE REALIZARE iN CADRUL PROIECTULUI

Helianthus annuus L. (floarea-soarelui) este a treia cea mai recoltata culturd din Republica
Moldova, dupa porumb si grau, cu suprafete de plantare consistente. Una dintre principalele
constrangeri ale productiei de floarea-soarelui este angiosperma holoparazita Orobanche cumana
Wallr. (lupoaia) care provoaca pierderi semnificative ale recoltei (25-100%) si, respectiv, pierderi
economice majore, ce cresc concomitent cu extinderea suprafetelor ocupate de cultura. Tinand cont de
faptul ca Republica Moldova este o tara preponderent agrara, cu mai mult de 41% din populatia ocupata
in acest sector si 11% din PIB-ul tarii provenit din agricultura, pagubele provocate de factorii
nefavorabili sunt dramatice pentru economia nationala.

Ameliorarea rezistentei este cruciald pentru protejarea florii-soarelui de prejudiciile cauzate de
lupoaie, si reprezinta 0 sarcina dificila, deoarece noi rase ale agentului patogen apar continuu si in cele
din urma, invingand genele de rezistenta cunoscute, iar evaluarea rezistentei moleculare prin studiul
expresie genelor este mult mai fiabila si rapida.

Prin urmare, cunoasterea mecanismelor defensive ale plantelor la atacul patogenilor, este necesara
pentru imbunatatirea tehnologiei de obtinere a plantelor de floarea-soarelui cu rezistentd de lunga
durata. Elucidarea fenomenelor implicate in raspunsul imun pe exemplu unui sistem model, permite
transpunerea acestora la alte sisteme, astfel, fundamentand problema rezistentei plantelor. Tinand cont
de faptul ca parazitul este capabil sa evolueze rapid dezvoltand noi rase fiziologice cu agresivitate
sporitd si sd se raspandeascd In noi regiuni, masurile actuale de control a lupoaiei sunt ineficiente pe
termen lung.

In acest context, scopul proiectului consti in elucidarea unor aspecte moleculare ale
mecanismelor tranzitorii de rezistenta a florii-soarelui la parazitul lupoaia ca sistem de perspectiva
pentru ameliorarea culturilor din Republica Moldova.

Pentru realizarea scopului proiectului au fost trasate urmatoarele obiective:

- Analiza bazelor de date genomice privind genele implicate in mecanismele de rezistenta
imediate.

- Evaluarea fenotipica a raspunsului imediat a genotipurilor rezistente si sensibile de floarea-
soarelui la infectia artificiala cu lupoaie.

- Estimarea nivelului de expresie a genelor de interes prin tehnica Real Time PCR.

- Corelarea expresiei genelor cu particularitatile genotipului de floarea-soarelui si durata

interactiunii gazda-parazit.



2. REZULTATELE STIINTIFICE OBTINUTE iN CADRUL PROIECTULUI

In literatura de specialitate mecanismele de rezistentd impotriva rizoparazitilor au fost clasificate
in trei grupe in functie de etapele de dezvoltare ale patogenului: pre-atasament, post-atasament (pre-
haustoriale) si post-haustoriale. Primul grup de reactii defensive este crucial in procesul infectios,
deoarece se manifesta la etapa autonoma de dezvoltare a patogenului, ce se caracterizeaza prin absenta
sau reducerea producerii stimulatorilor de germinare si a reducerii ratei germinatiei prin secretia

inhibitorilor de catre planta gazda.

2.1. Analiza bazelor de date genomice (NCBI, EMBL etc.) privind genele implicate

in mecanismele de rezistenta imediate

in vederea elaborarii desing-ului experimental au fost sintetizate rezultatele cercetarilor din
domeniu, disponibile in bazele de date biologice ale portalurilor NCBI si EMBL-EBI, constatandu-se
un numar infim de inregistrari cu privire la datele ce tin de studiul stresului biotic la floarea-soarelui,
fapt ce denota importanta subiectului analizat.

De asemenea in baza studiilor efectuate pe modelul altor patosisteme a fost elaborata schema
experimentala (Figura 1) pentru de stabilirea potentialului de toleranta la co-cultivarea florii-soarelui pe
fondal de infestare in contextul stabilirii mecanismelor imediate de raspuns defensiv a diferitor
genotipuri de floarea-soarelui, ce implica metode moderne de analiza fiind oportuna pentru elucidarea

elementelor cheie in retelele de reglare a rezistentei si facilitarea procesului de ameliorare a plantelor.

Germinarea semintelor de floarea- Preconditionarea semintelor de
soarelui in cutii Petri (3 zile) lupoaie in apa distilata (5 zile)

Transferarea semintelor germinate de floarea-soarelui pe
substrat de Perlite in rizoton (cutii Petri vertical dispuse cu
orificiu pentru cresterea partii aeriene 12 zile)

Infectarea cu Orobanche (transferarea semintelor

Colectarea materialului vegetal in dinamica
temporala (peste 2, 6, 12, 24 ore)

Figura 1. Schema experimentala pentru studiul mecanismelor imediate de raspuns

Au fost descrise aspecte moleculare ale mecanismului de rezistentd imediat la infectia cu
rizopatogeni si pusd in evidenta complexitatea si interdependenta mecanismelor defensive in asigurarea

raspunsului general al plantei la actiunea factorilor biotici. Astfel, au fost selectate un 43 de gene



potential implicate in mecanismele de rezistentd in baza secventelor transcriptilor cercetati sau EST-
urilor similare cu genele omoloage la alte specii de plante supuse infectiei cu Orobanche (Anexa 1).

De asemenea in baza studiilor efectuate pe modelul altor patosisteme a fost elaboratd schema
experimentala pentru de stabilirea potentialului de toleranta la co-cultivarea florii-soarelui pe fondal de
infestare In contextul stabilirii mecanismelor imediate de raspuns defensiv a diferitor genotipuri de
floarea-soarelui, ce implicdi metode moderne de analiza fiind oportuna pentru elucidarea elementelor
cheie in retelele de reglare a rezistentei si facilitarea procesului de ameliorare a plantelor.

Astfel de model experimental caracterizat prin cultivarea In cutii Petri pe substrat de perlit (model
rizoton), faciliteazd estimarea modificarilor imediate la nivelul radacinilor (mecanismelor pre-

atasament) de floarea-soarelui dupa adaugarea semintelor germinate de lupoaie.

2.2.  Evaluarea fenotipica a raspunsului imediat a genotipurilor rezistente si sensibile de

floarea-soarelui la infectia artificiald cu lupoaie

In cadrul studiului, trei genotipuri de floarea-soarelui au fost evaluati privind rezistenta la lupoaie,
printre care doi (Favorit si PR64LE20) rezistenti la atacul Orobanche si unul (Performer), sensibil la
infestare oferiti de INCDA Fundulea, Romania. Acestea au fost supuse infestarii artificiale cu seminte
de lupoaie colectatd din localitatea Sdngera de pe o plantatie de floarea-soarelui cu un grad inalt de atac.

La nivel fenotipic nu au fost semnalate modificari ale formelor co-cultivate cu lupoaie fatd de
cele martor pe perioada de 24 ore de contact chimic dintre gazda si patogen. in decursul acestei
perioade patogenul creste directionat spre radacinile gazdei dar nu reuseste sa adere si sa formeze
atasamente

Colectarea probelor de materialului vegetal. Radacinile de floarea-soarelui au reprezentat
probele colectate in dinamica temporala. Astfel, etapele cheie selectate pentru analiza modificarilor
moleculare a cuprins 2, 6, 12 si 24 ore de co-cultivare cu patogenul,

Probele au fost colectate de la trei repetitii biologice, ulterior congelate in azot lichid si depozitate
la -80° C probe utilizate pentru studiul expresiei genelor implicate in mecanismele de rezistenta la
lupoaie.

Cu utilizarea instrumentelor bioinformatice PRIMER3 s1 OLIGOANALISER a fost elaborati si
verificati privind prezenta structurilor secundare primerii specifici genelor de interes. Astfel, primerii
elaborati (Tabelul 1) au fost selectati dupa urmatoarele criterii: a) continutul GC : 30-60%; b) lungimea
primerului: 18-30 nucleotide; ¢) diferenta in Tm a primerilor nu trebuie sa depaseasca 2°C; d) evitarea
prezentei a mai mult de doua nucleotide G sau C in ultimele cinci pozitii de la capatul 3°, pentru
micsorarea riscului de aliniere nespecifica; e) evitarea structurilor secundare in amplicon; f) evitarea

formarii de hairpin si dimerizarii primerilor.



Tabelul 1.
Lista primerilor elaborati pentru studierea expresiei genelor
la floarea-soarelui infectata artificial cu lupoaie

Abreviere . . Mirimea
Nr. GenBank secventei ADN Primer F Primer R ampllLll(i:onu
Genele implicate in mecanismul biosintezei si acumuldrii carbohidratilor
1. Y12461.1 PAL ggcggattcttcgagttaca aaaatcgcggacaacacttc 125
2. DY924688.1 | 4CL1 cgcaatcggttcatgttgca ctcatcgccggaagtcaact 122
3. DY919063.1 | C4H cggaggotgtggtgattagg gccattcaacgccttcaact 128
4. AF071887.1 | CHS catacaatgccccgtccttaga ggttggccccattccttgat 106
5. DY919458.1 | FAH1 accctcctatcceggttacc tggcgaacacgttgaccata 102
6. GE516072.1 | CHI gctctattcccaccgtcaca gcgttgtggttttggatgga 110
7. DQ837211.1 | HaGSL1 acagggaaaagaccaggaagt ggactgcttctccacgagta 116
8. DQ837212.1 | HaGSL2 cgtggtctcatgccaacagt cctcaacctcgtcaatgtaage 122
9. DQ837213.1 | HaGSL3 gtgaccatagagaccaaagttgt cccacccttgaccagaacag 149
10. | DQ837214.1 | HaGSL4 tgaggttgaggagcctagca cccgtctcagaagcattgga 105
11. | GE503407.1 | PGA3 ttgcccaaacttccaaca caaacgcgaggataaagaca 121
12. | BQ967136.1 | PL18 agtgcaaaccctaccatcaa ccagttccagtttttccaatc 120
13. | CD848671.1 | EXPAS8 attttgcccccagttectt gggatgtccactcggtttc 74
14, | GE506169.1 | XTH7 tgtgttttcggtggatgaagt ttggttgagattttggataggg 83
15. | GE522056.1 | PME3 aagacaccctttacgtccacaa gcagcgttaccaaagatgaaa 88
Genele implicate in mecanismul de biosintezd a cidului jasmonic
16. | U96640.2 B-CHI gggctgtttggaaggtcagt gtgcggtcatccagaaccat 109
17. | GE490351.1 | aos tgccgtccactaaactcaca gactcggtcgcttgaagatt 122
18. | AF071887.1 | Lox gctacaggtgcatggctttg tgagttggcgattggtagca 139
19. | AF364865.1 | Def atggccaaaatttcagttgc ctcccaagacttgcactggt 168
Genele implicate in mecanismul de biosintezd a cidului salicilic
20. | AF030301.1 | HaAC1 ggccccaaaaccaacgaaat ttcacaagcagccctaacgt 147
21. | AY667500.1 | NPR1 agacgaatccaaaatcacgtt gattaacatccgcacggttt 113
22. | AF364864.1 | PR5 tgcagccgtgttcactattc catatacgggctcctgctgt 138
23. | BU033209.1 | LSD1 atcaatgccccctgtttctac ccaattttccactctcgtca 95
Factori de transcriptie
24. | GE491965.1 | Whyl gcgttcaagctgacaaaagag aggctgataatgcttccgatt 124
25. | GE516848.1 | TGA2 tggtgatggtgaactgagga tccacatgcctgagagaaca 196
26. | GE512673.1 | TGAS ctcgggaatgtggaaaacac tgctgctcggttaaaggttc 175
Genele implicate in mecanismul de reducere a SRO
27. | DQ812552.2 | Mn-SOD | ataaggaaagcccgattttg ttgcgattacaaacggtgaa 107
28. | DQ812551.2 | Mn-SQOD I tgtgggttctgcaataagtcaa acaagcaaaagcaacaacca 134
20. | AJ786258.1 | CuZn-SOD I cctaatgctgtggttggaagag agtggagaggctaagttcgtga 87
30. | AJ786257.1 | Cuzn-SOD Il cactaattggaggtcaatccatc caatgataccacatgcaactcttc 135
31. | L28740.1 CATAlL aacttcaagcagccaggaga agcctgggaccagtatgaaa 144
32. | AF243517.1 | CATA2 gaaagcgcaataagtgtgtga tctgcggataaatcgttettg 104
33. | AF243518.1 | CATA3 cccaaaatacaacgatttcaag caacatcttacacattcggaca 97
34. | AF243519.1 | CATA4 ccgaatgtgtaagatgttgtcc tgagacgtgatgctatcttctg 116
35 BU032190.1 | APX3 cccaaatgctaccaaaggtg atgtgctcttccaagggtgt 112
36. | CD849992.1 | APX1 ccttatgcctcagcaaatcc ctgacgaggatgctttcttt 79
37. | GE502151.1 | AOX1A gttagaagaagccgagaacgaa gctagtttaggggaagcaaggt 150
38. | GE515985.1 | PRXIIF aagagcttggagctggactt aaccttaaccttgccgtcct 96
39. | Y14429.1 GPX cttcgtctgcaccaaattca tccatagaaccctgttttcaag 109
40. | CX946030.1 | GSS2 tgttgttacctcegccttct ggtgctttgctggattatgg 111
41. | AY667502.1 | GST tgcattcccgceattattca ttgatgttctcacctccaaaa 137
Alte gene
42. | AF364866.1 | Sco gggtggacttcgtggatcag ctcgggttactcgtcacgta 112
43. | GE488786.1 | MATE tgcaaagcatgttgttaccc actgctgctccaatgtttcc 115

Probele de ADNc obtinute de la floarea-soarelui infectatd artificial cu lupoaie, la cele patru
intervale de la infestare, cu seminte germinate de lupoaie a generat un volum de 7920 de probe

amplificate cu toate genele de interes.



2.3. Estimarea nivelului de expresie a genelor de interes prin tehnica Real Time PCR

A fost evaluata expresia genelor in dinamica, pentru interpretarea rolului acestora iTn mecanismele
defensive imediate. Fenilpropanoidele si derivatii acestora cum ar fi: cumarinele, suberina, lignina,
cutinele si taninele reprezintd materia ce conferd stabilitate celulelor plantelor (Heldt, 1997) si pot fi
implicate in rezistenta plantei-gazda impotriva lupoaie sub forma de compusi de apdrare (Jorrin si
colab., 1996). Parker si Riches (1993) au raportat ca in timpul penetrdrii radacinilor gazdei au loc
activitdti enzimatice in special implicate in separarea celulelor gazdei dar nu in distrugerea sau
penetrarea intracelulard a celulelor gazdei. Joel si Losner (1994) a descris pe etape procesul de
penetrare a tesuturilor gazdei de catre parazit, acestd se Incepe cu sectetia unei substante adezive care
faciliteaza ancorarea internd a parazitului la tesutul gazdei. Pentru studiul acestor reactii defensive au
fost selectate 15 gene.

Unul dintre cei mai importanti pasi in recunoasterea a patogenilor de plante si inceputul
raspunsului aparare este productia rapida a speciilor reactive de oxigen (SRO), mentionate ca "explozie
oxidativa". SRO are efecte toxice asupra celulelor vegetale si organitelor si existenta sistemului
antioxidant de detoxifiere a acestor compusi in plante este esentiald pentru protejarea Tmpotriva
stresului oxidativ. Flexibilitatea sistemului antioxidant este determinatd de prezenta antioxidantilor
enzimatici $i non-enzimatici, care au diferitd localizare subcelulara, proprietati biochimice, raspunsuri
in expresia genelor si sunt capabili sa controleze nivelurile optime SRO.

Antioxidanti enzimatici includ un set mare si versatil de enzyme dintre care in studio au fost
selectate (superoxid dismutaza - SOD, ascorbat peroxidaza - APX, catalaza - CAT, alternativ oxidaza —
AOX, glutation peroxidaza - GPX glutation S-transferaza — GST, glutation sintetaza — GSS si
peroxiredoxin — PrxR), care sunt prezente in toate compartimentele subcelulare ale celulei vegetale. In
cadrul procesului patologic, interactiunea dintre parazit si planta gazda induce modificari atat in
expresia anumitor gene, cit si in conformatia anumitor enzime (modificiri epigenetice). In consecint,
are loc modificarea cailor metabolice si sinteza unor compusi care apartin aparatului defensiv al plantei.
Astfel, AS si acidul jasmonic (AJ) reprezinta hormoni cu rol esential in rezistenta plantelor la diferiti
factori de mediu.

Tratarea semintelor de floarea-soarelui cu AS exogen, urmatda de infestarea cu O. cumana a
determinat reducerea nivelului endogen al AS si expresia unor gene ale acestei cai metabolice,
incluzand pal, chs (calcon sintetaza) si NPR1. In contrast, infestarea cu lupoaie a sporit productia de
SRO, activitatea enzimelor antioxidante, precum si continutul de fenoli si lignina. Aplicarea unei
concentratii mai mari de AS a intensificat expresia genelor asociate patogenezei (PR3 si PR12, care
codifica chitinaza si, respectiv, defensina). In mod independent, la genotipurile de floarea-soarelui

rezistente la atacul cu O. cumana, supraexpresia genelor PAL si PR5, sugereaza implicarea acestor gene



in raspunsurile defensive si activarea cailor de semnalizare a AS in timpul infestarii care ulterior,
limiteaza cresterea si dezvoltarea lupoaiei.

Al este un alt inductor de apdrare care promoveazd rezistenta Tmpotriva agentilor patogeni.
Biosinteza AJ se realizeaza din deoxigenarea stereospecifica a acidului a-linoleic in pozitia C-13 cu
ajutorul lipoxigenazei. AJ este implicat in: modularea fluxului de ioni la nivel de plasmalema,
generarea SRO si oxidului nitric, depunerea de calozi, activarea MAP-kinazelor dependente de Ca?".
De asemenea, induce expresia genelor inhibitorilor pentru proteinaze, enzimelor caii sintezei
flavanoidelor (calcon sisntetaza, PAL, polifenoloxidaza).

Factori de tanscriptie implicati in mecanismele defensive se activeazd prin mecanismul
fermoarului de leucuna. La Arabidopsis NPR1 interactioneaza cu factorii TGA2, TGA3, TGA5, TGAG si
TGAY7, iar cu factorii TGAL si TGA4 interactioneaza slab sau deloc (Kim si Delaney, 2002) date similar
obtinute si la tutun si orez (Niggeweg si colab., 2000; Chern si colab., 2001). Ulterior la floarea-

soarelui au fost selectati trei factori de transcriptie (Anexa 4).

2.4. Corelarea expresiei genelor cu particularitdtile genotipului de floarea-soarelui

si durata interactiunii gazda-parazit

A fost realizata analiza integrativa a valorilor (fold change) dintre activitatea transcriptionald a
genelor in functie de genotip si de durata de interactiune cu patogenul.

Astfel, radacinile genotipul rezistent Favorit supuse contactului cu seminte germinate de lupoaie
au prezentat un profil molecular caracterizat prin activitate ce nu depaseste nivelul martorului a 51 % de
gene peste 2 ore de stres biotic (Figura 1 A). La aceasta etapa de analiza 13 gene au manifestat
subexpresie, iar 8 transcripti supraexpresie. Peste 6 ore profilul nu s-a modificat esential (Figura 1 B),
doar ca valorile s-au modificat nesemificativ pentru grupul de gene cu valori an limitele martorilor si
pentru cele supraexpresate. Totusi, numarul genelor subexpresate s-a marit la 17. Interesant este faptul
ca, dupa 12 ore de contact profilul transcriptional s-a modificat in directia supraexpresiei — 15 gene
(Figura 1 C). Astfel, putem presupune cd dupa 12 ore de interactiune acest genotip isi intensifica
activitatea transcriptionald, ceea ce permite plantelor s lupte cu posibila invazie a patogenului.

La etapa finald a experimetului 30 de transcripti din 43 au manifestat activitate transcriptionald cu
valori in limitele martorilor la genotipul rezistent Favorit (Figura 1 D). Aceste rezultate indica asupra
faptului cd, dupa 24 ore de interactiune dintre posibila gazdd si patogen, genotipul Favorit nu este
afectat de prezenta factorului stresogen. In aspect comparativ, al doilea genotip rezistent PR64LE20 a

manifestat dinamica similara cu primul genotip, doar ca valorile au variat.



Figura 1. Expresia relativi a 43 de gene (fold change) la genotipul rezistent Favorit cultivat pe
fondal de infestare la: A—2,B -6, C—12 si D — 24 ore.

B Gene subexpresate Gene supraextresate B Genecu expresie nemodificata

Astfel, genele cu expresie in limitele martorului la primele doud etape de analiza au fost Tn numar
de 31, si respectiv, 29, iar numarul celor subexpresate si supraexpresate a fost mai mic fatd de genotipul
Favorit (Figura 2 A, B). La etapa de 12 ore de la contact cu patogenul, numarul de transcripti cu
supraexpresie a crescut cu 15, ceea ce denota implicarea acestora in mecanismele defensive (Figura 2
C). La etapa finala de analiza pattern-ul de expresie s-a modificat echilibrul initial al palntelor de

floarea-soarelui (Figura 2 D).

Figura 2. Expresia relativi a 43 de gene (fold change) la genotipul rezistent PR64LE20
cultivat pe fondal de infestare la: A—2,B -6, C—12si D — 24 ore.

B Gene subexpresate Gene supraextresate B Genecu expresie nemodificata

Generalizand rezultatele pentru ambele genotipuri rezistente, se poate de mentionat cd dupa 12
ore de contact al radacinilor de floarea-soarelui cu seminte germinate de lupoaie se observa sporirea
activitatii transcriptionasle ale unor gene, ce permite plantelor sa blocheze atasarea si dezvoltarea
patogenului pe tesuturile gazdei.

In cazul sistemului de compatibilitate Performer — O. cumana, activitatea transcriptionald a 43 de
gene a fost diferitd de cea a genotipurilor rezistente, cu exceptia profilul molecular de la 2 ore de
contact (Figura 3 A). Ulterior, prezenta patogenului pe radacinile plantei gazda a determinat sporirea
numarului de gene cu activitate transcriptionala inhibata cu valori de 42, 51 si 49 % din numarul total
de gene (Figura 3 B-D).

Acesta fenomen poate fi explicat prin faptul ca, intre membrii viitorului sistem exista o
comunicare chimicd, care posibil si determind blocarea si inactivarea anumitor cdi metabolice,

responsabile de rezistenta nespecifica a plantelor de floarea-soarelui.



Figura 3. Expresia relativi a 43 de gene (fold change) la genotipul sensibil Performer cultivat

pe fondal de infestare la: A—2,B -6, C - 12 si D — 24 ore.

B Gene subexpresate Gene supraextresate B Genecu expresie nemodificata

3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului

S-a determinat ca mecanismele de rezistentd sunt generale pentru un spectru larg de plante
asupra carora actioneaza 0 diversitate mare de stresori si implica: fortificarea si reorganizarea
peretelui celular prin depuneri de metaboliti secundari (caloza, lignina, pectine, suber),
biosinteza fitoalexinelor, defensinelor cu rol in céile de semnalizare a acidului salicilic si
jasmonic etc. date ce contribuie la elucidarea unor aspecte ale mecanismelor tranzitorii de
rezistenta non-specificd a plantei gazda.

Au fost identificate 43 de gene candidate, cu potentialda implicare mecanismelor de aparare,
fiind incluse in studii de expresie cantitativa a transcriptilor la H. annuus co-cultivat cu patogen.
Au fost elaborati primerii specifici genelor de interes cu ajutorul instrumentelor de
bioinformatica (Primer3 si Oligoanaliser), care au fost utilizati in analizele efectuate privind
nivelului de transcriptie prin Real-Time PCR.

Datele experimentele releva modificarea expresiei in cazul genotipurilor rezistente si
susceptibile fenotipic prin acumularea transcriptilor la majoritatea genelor asociate cu
patogeneza si implicate in diferite mecanisme de aparare, declansarea raspunsului defensiv,
sistemul antioxidant, cai de semnalizare a acidului jasmonic si salicilic, fortificarea peretelui
celular. Astfel, se releva ca atasarea lastarilor de O. cumana la radacinile plantelor de floarea-
soarelui a indus modificdri pronuntate in expresia genelor asociate cu raspunsul defensiv

comparativ cu cele sandtoase.
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4. Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...),

inclusiv propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale
cu tangenta la tematica proiectului

5. Colaboriri stiintifice internationale/nationale

e Institutul National de Cercetare - Dezvoltare Agricola Fundulea, Roménia
e Universitatea Agricold Inner Mongolia, Republica Populara Chineza

6. Vizite ale cercetitorilor stiintifici din strainatate

1. La data de 27 mai 2019, Universitatea de Stat ,,.Dimitrie Cantemir” si Centrul Genetica
Functionala a fost vizitata de doamna doctor JUN ZHAO, profesor in cadrul Departamentului
Agronomie, Universitatea Agricola Inner Mongolia, China, cu care USDC a incheiat ulterior un acord
de colaborare interinstitutionala.

Doamna profesor a avut o intalnire cu toti membrii echipei proiectului, Domnia Sa a manifestat
un interes deosebit fata de studiile cu referire la patosistemul gazda-parazit Helianthus annuus L.-
Orobanche cumana Wallr., care prezinta un subiect de cercetare si pentru echipa din China.

2. La data de 13 decembrie 2019, Universitatea de Stat ,,Dimitrie Cantemir” si Centrul Genetica
Functionali a fost vizitati de doamna doctor MARIA JOITA-PACUREANU, din cadrul Institutul
National de Cercetare - Dezvoltare Agricola Fundulea, Romdnia, cu care USDC a incheiat ulterior un
acord de colaborare interinstitutionala, din care face parte si compania privata AMG-Agroselect
Comert SRL. Membrii echipei proiectului a avut o sedintd de lucru cu Doamna profesor, care a
prezentat noile tendinte cu referire la studiile privind interactiunea gazda-parazit pe modelul florii-
soarelui si Orobanche cumana Wallr.

Se remarca ca vizitele cercetatorilor stiintifici din straindtate au prezentat o platforma de discutii
incadrati in proiect si/sau elaborarea unor teze de masterat si doctorat in co-tuteld, cercetdri si publicatii
in comun, precum si perfectarea unor proiecte in cadrul apelurilor anuntate in programele cadru la nivel
international.

7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului

Teza de doctor in biologie - TABARA Olesea (http://www.cnaa.md/thesis// )

Tema: Estimarea modificarilor fiziologice si moleculare ale raspunsului defensiv in sistemul gazda-
parazit (Helianthus annus L. — Orobanche cumana Wallr.)
Specialitatea: 164.02. Fiziologie vegetala

Conducitor stiintific: DUCA Maria, doctor habilitat, profesor universitar, academician
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8. Manifestiri stiintifice organizate la nivel national/international

21-22 octombrie 2019 - Conference Life sciences in the dialogue of generations: ,, Connections

between universities, academia and business community” - Chisindu, Republica Moldova

Echipa proiectului s-a implicat in organizarea Conferintei nationale cu participare Internationald
Life sciences in the dialogue of generations: ,,Connections between universities, academia and
business community”, care a avut ca scop asigurarea unui dialog eficient si transferul de cunostinte si
experienta dintre savantii notorii din tara si strdinatate cu cercetatorii juniori (studenti masteranzi,
doctoranzi) din diverse institutii, de asemenea realizarea unei conexiunii dintre mediul de afaceri cu
cercetarea stiintifica.

Un alt scop important a fost de a elucida si dezbate mai multe tematici, care tin de elaborarea si
implementarea unor noi biotehnologii, de ameliorarea plantelor, animalelor si microorganismelor, de
evaluarea si conservarea genofondului, de siguranta alimentelor, de genetica rezistentei si ameliorare,
de tehnologiile de cultivare in conditiile schimbarilor climatice si strategiilor de dezvoltare durabila a
agriculturii.

La conferintd s-au inregistrat peste 250 de reprezentanti ai comunitatii academice nationale si
internationale, profesori universitari, cercetatori stiintifici din 18 universitati, 36 institutii de cercetare si
9 companii private. Dintre care au fost prezenti la eveniment invitati din 9 tari — China, Germania,

Federatia Rusa, Italia, Marea Britanie, Romania, Turcia, Ucraina, Republica Moldova.

8. Aprecierea activititii stiintifice promovate la executarea proiectului
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10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului,
implementarilor, recomandarilor

Proiectul 19.80012.05.08F ”Efectul imediat al fitoparazitului Orobanche cumana Wallr. asupra

florii-soarelui (Helianthus annuus L.)”, proiect pentru tineri cercetitori (2019), conducitor: dr.
Rodica MARTEA.

Directia Strategica ” Biotehnologie”

Scopul: elucidarea unor aspecte moleculare ale mecanismelor tranzitorii de rezistenta a florii-
soarelui la parazitul lupoaia ca sistem de perspectiva pentru ameliorarea culturilor din Republica
Moldova.

Obiectivele proiectului:

- analiza bazelor de date genomice privind genele implicate in mecanismele de rezistenta imediate;

- evaluarea fenotipica a raspunsului imediat a genotipurilor rezistente si sensibile de floarea-
soarelui la infectia artificiala cu lupoaie;

- estimarea nivelului de expresie a genelor de interes prin tehnica Real Time PCR;

- Corelarea expresiei genelor cu particularitatile genotipului de floarea-soarelui si durata
interactiunii gazda-parazit.

In urma cercetarilor, au fost acumulate date noi privind interactiunea gazda-parazit si intelegerea
bazelor moleculare ale rezistentei plantelor, cu referite la raspunsul imediat al fitoparazitului
Orobanche cumana Wallr. asupra florii-soarelui din Republica Moldova, fiind descrise mecanismele
difensive la unele genotipuri rezistente si sensibile de floarea-soarelui.

A fost identificata o listd de 43 de gene implicate in diferite mecanisme de aparare, declansarea
raspunsului defensiv, sistemul antioxidant, cdi de semnalizare a acidului jasmonic si salicilic,
fortificarea peretelui celular.

Studiile de expresie cantitativa a transcriptilor la floarea soarelui demonstreaza modificarea
expresiei la majoritatea acestor gene asociate cu patogeneza. Astfel, atasarea lastarilor de O. cumana la
radacinile florii-soarelui a indus modificari pronuntate in expresia genelor asociate cu raspunsul
defensiv comparativ cu cele sanatoase.

Rezultatele obtinute prezinta interes pentru companiile private ce activeaza in domeniul
ameliorarii florii-soarelui si comercializarii de material semincer (ca ex. companiile locale AMG-
Agroselect Comert, Novasem sau companii internationale precum Limagrain, Pioneer, Saaten Union,
Syngenta). Furnizarea datelor utile pentru programele de ameliorare va oferi beneficiarilor
eficientizarea programelor de ameliorare, precum si reducerea duratei si costurilor asociate lucrarilor
de selectie, obtinerea materialului cu rezistenta sporitd si productivitate stabild si sporirea

Generalizand, datele obtinute, axate pe studiul strategiilor potentiale de aparare imediata a florii-
soarelui contra lupoaiei, pot servi ca baza pentru elaborarea unor strategii eficiente de control si
protectie a culturii floarea-soarelui impotriva parazitului, in vederea prevenirii si controlul aparitiei si
raspandirii parazitului.
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11. Concluzii

Se constatd ca mecanismele de rezistentd sunt generale pentru un spectru larg de plante asupra
carora actioneaza o diversitate mare de stresori si implica: fortificarea si reorganizarea peretelui celular
prin depuneri de metaboliti secundari (caloza, lignind, pectine, suber), biosinteza fitoalexinelor,
defensinelor cu rol in cdile de semnalizare a acidului salicilic si jasmonic etc. date ce contribuie la
elucidarea unor aspecte ale mecanismelor tranzitorii de rezistentd non-specifica a plantei gazda.

Cele 43 de gene studiate, care sunt implicate in mecanismele in baza de aparare, au fost incluse in
studiile de expresie cantitativa a transcriptilor 1a Heliathus annuus co-cultivat cu patogen, astfel pentru
genele de interes fiind primerii specifici pentru analiza nivelului de transcriptie prin Real-Time PCR.

in cazul genotipurilor rezistente si susceptibile fenotipic, s-a evidentiat modificarea expresiei,
prin acumularea transcriptilor la majoritatea genelor asociate cu patogeneza, implicate in diferite
mecanisme de apdrare, declansarea raspunsului defensiv, sistemul antioxidant, cdi de semnalizare a
acidului jasmonic si salicilic, fortificarea peretelui celular.

In concluzie, se releva faptul ci atasarea lastarilor de Orobanche cumana la ridacinile plantelor
de floarea-soarelui induce modificdri pronuntate in expresia genelor asociate cu raspunsul defensiv

comparativ cu cele sanatoase.
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12. Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetitori, doctoranzilor

Volumul total al finantarii (mii lei) (pe ani)

Anul Planificat Executat Cofinantare
2019 135,0 135,0 42,0
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiintific, semnatura)
Nr Numele/Prenumele | Anul nasterii | Titlul stiintific Functia in caglrul Semnatura
d/o ’ T proiectului
1. MARTEA Rodica 1987 Doctor Director de proiect
2. TABARA Olesea 1986 Cercetator stiintific
3. MUTU Ana 1986 Cercetitor stiintific
4, CHIORESCU Maria 1998 Laborant-superior
5. CIOBANU Zinaida 1998 Laborant-superior

Lista tinerilor cercetatori

Nr Numele/Prenumele Anul nagterii | Titlul stiintific Functl? n cac_irul
d/o ’ T proiectului

1. MARTEA Rodica 1987 Doctor Director de proiect

2. TABARA Olesea 1986 Cercetitor stiintific

3. MUTU Ana 1986 Cercetdtor stiintific

4, CHIORESCU Maria 1998 Laborant-superior

5. CIOBANU Zinaida 1998 Laborant-superior

Lista doctoranzilor
Nr Numele/Prenumele Anul nasterii Titlul stiintific Functia in cagjrul
d/o T proiectului

1. TABARA Olesea

1986

Cercetator stiintific

2. MUTU Ana

1986

Cercetdtor stiintific

Conducatorul proiectului

Dr.

Rodica MARTEA
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13. Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul proiectului

LISTA
lucrarilor publicate

Monografii nationale

1. DUCA, M.; CLAPCO, S.; MARTEA, R.; TABARA, O. Lupoaia: Orobanche cumana Wallr.:
Atlas, Univ. de Stat ,,Dimitrie Cantemir”, — Chisinau: 1.E.P. Stiinta, 2019 (Tipogr. Bons Offices
SRL) - 52 p.

Articole din reviste nationale, categoria B

1. TABARA, O. Nivelul transcriptional al ascorbat peroxidazelor (APX1 si APX3) la Helianthus
annuus L. infestat cu Orobanche cumana Wallr. Buletinul Academiei de Stiinte, Stiinte ale
Vietii, 2019, 2 (338):104-112.

2. MUTU, A, TABARA, O., MARTEA, R. Analiza transcriptionald a unor gene implicate in
sistemul antioxidant de aparare a plantelor de floarea-soarelui infectate cu lupoaie. Buletinul
Academiei de Stiinte, Stiinte ale Vietii, 2019, 3(339) (acceptat spre publicare)

— materiale ale conferintelor Internationale

1. DUCA, M.; MARTEA, R. Interaction network between genes involved in defensive response
to broomrape. Abstract book of the Moscow Conference on Computational Molecular Biology,
July 27-30, 2019, Moscow, Russian Federation, 100-104 p.

2. DUCA, M.; TABARA, O.; MUTU, A.; MARTEA, R. Transcriptional activity of some genes
implicated in reinforcement of cell wall in sunflower against infection with broomrape. Abstract
book of the International Biological, Agricultural And Life Science Congress (BIALIC),
November 7-8, 2019, Lviv, Ukraine, p. 169.

Conducétorul proiectului Dr. Rodica MARTEA
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14. Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale

Manifestari stiintifice Internationale

1. MARTEA, R.// Moscow Conference on Computational Molecular Biology (MCCBM), 27-30
iulie 2019, Moscova, Federatia Rusa.
Poster // Interaction network between genes involved in defensive response to broomrape.

2. MARTEA, R. /I International Biological, Agricultural and Life Science Congress (BIALIC),
7-8 noiembrie 2019, Lvov, Ucraina.
Poster /I Transcriptional activity of some genes implicated in reinforcement of cell wall in
sunflower against infection with broomrape.

Conducatorul proiectului Dr. Rodica MARTEA
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