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Molecular markers linked to broomrape resistance genes would permit a better understanding of genetic determinism of
broomrape resistance in sunflower and facilitate early selection by screening the presence of a few specific DNA markers.

We have provided analysis of 29 sunflower lines with SCAR marker RTS05 linked to the sunflower Or5 locus con-
ferring resistance to broomrape that belong to race E.

Identification of 650 bp amplicon at 27 genotypes reveal the presence of Or5 gene, missing of this amplified product
at Xenia § and cytoplasmic male sterile genotype # 7 suggest the susceptibility to race E.

Introducere

Lupoaia reprezintd un holoparazit angiosperm ce paraziteaza pe radacinile culturilor agricole ca floarea-
soarelui, tomate, tutun, bob si altele [1]. Floarea-soarelui este atacatd de specia Orobanche cumana Wallr.,
care provoaca pierderi severe ale roadei in tarile Europei de Est si Mediteraneene [2]. Pana in prezent au fost
identificate cinci rase fiziologice de Orobanche (A-E) de origine geografica [2,3] si genetica [4] diferita. Astfel,
rezistenta fatd de rasa A este determinatd de gena Or; rezistenta fatd de rasa B — de gena Or2, care confera
rezistentd si la rasa A; rezistenta fatd de rasa C este determinatd de gena Or3, care conferd rezistenta si la
rasele A si B si, respectiv, D — Or4 cu rezistenta la A, B si C, precum si fata de rasa E — Or5 cu rezistenta la
A, B, Csi D [5-7]. In ultimii ani s-a atestat aparitia raselor F si G (in Spania). Genele rezistentei la rasa F au
fost detectate la unele genotipuri cultivate si la formele salbatice de floarea-soarelui si pare sa confere rezistenta
la rasele depistate anterior (A-E ) [2-4, 8-10].

Controlul acestui parazit este dificil, deoarece cateva mii de seminte produse de o singura planta de lupoaie
pot fi usor dispersate de vant, apa, animale, utilaje, sol etc., semintele rdimanand viabile pentru 10-15 ani [11],
iar metodele chimice, fizice si biologice utilizate nu inlatura in totalitate parazitul. O alternativa este utilizarea
culturilor rezistente la lupoaie, astfel incat si astdzi continua cercetarile in vederea depistarii si introducerii
genelor rezistente la acest patogen in materialul de ameliorare [1].

Utilizarea tehnicii RAPD [12] imbinata cu BSA (bulked segregant analysis) [13] si folosirea marcherilor
moleculari strans linkati la genele rezistentei au permis identificarea acestor gene la diferite plante, cum ar fi
genele rezistentei la fainarie la Laptuca sativa [13], genele rezistentei orzului la Rhynchosporium secalis [14],
la rugind [15] si altele. Urmarind constructia hartii RFLP la floarea-soarelui [16] si BSA, au fost identificati
marcherii RFLP linkati cu genele rezistentei la fainarie PLI, PI2 si Pl 6 [17-19]. Toate aceste trei gene au
fost linkate la acelasi set de marcheri RFLP si formeaza un cluster al grupului de linkaj 1 [19].

Scopul cercetarilor noastre a fost de a identifica prezenta genei Or35 la unii hibrizi si linii de floarea-soarelui.

Material si metode

Caracteristica obiectului de studiu. In calitate de material vegetal au servit zece hibrizi (F;) de floarea-
soarelui (Valentino, Xenia, Performer, Oxana, Vitalia, Drofa, Turbo, Favorit, Alkazar si Olga), liniile paren-
tale a patru hibrizi (Performer, Oxana, Xenia, Valentino) si 11 genotipuri androsterile notate cu cifre de la 1
la 11, respectiv. Materialul semincer a fost oferit de catre CCS ,,Magroselect” SRL Soroca.

Conditiile de cultivare in vivo. Plantele au fost crescute in vase de vegetatie, la temperatura de 24-26°C,
fotoperiodicitatea de 14-16 ore, umiditatea de 60%. Materialul a fost colectat si analizat la stadiul de 6-8 frun-
zulite adevarate.

Metodele de cercetare

Extragerea ADN-ului. ADN genomic s-a extras din frunze de floarea-soarelui cu DAN-zol [20]. Purificarea
ADN-ului s-a realizat repetat cu alcool de 100%, apoi cu alcool de 75%. Precipitatul obtinut dupa uscare a
fost dizolvat in apa distilata autoclavata. Concentratia ADN-ului a fost determinata spectrofotometric.

Reactia PCR. Amplificarea s-a efectuat cu primeri specifici SCAR — RTS05, sintetizati in baza fragmen-
tului initial al pimerului RAPD — OPJ18_650. Succesiunea nucleotidica a marcherului SCAR (Alpha DNA,
Canada) este urmatoarea:
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F (§'-TGGTCGCAGATGGACGTGTGGGTG-3"),

R (5'- GTCGCAGAGAGTGAGAGAGAGTGT-3").

Reactia de amplificare s-a realizat in volum de 25 pl, ce continea apa distilatd, 5X PCR tampon, amestec
de nucleotide NTP (2 mM), Tag-polimeraza 1u/pl (Germany), primer 50 pb, AND — 6 pl.

Amplificarea a fost efectuata utilizand un termociclu automat (Corbett, Australia) cu urmatoarele conditii:

I) denaturarea: 94°C — 4 min. (un ciclu);

IT) 45 cicluri, 1) denaturarea: 93°C — 1 min., 2) renaturarea: 63°C — 1 min., 3) elongarea: 72°C — 4 min.;

I1T) elongarea specifica: 72°C — 6 min.

Electroforeza produsilor de amplificare s-a realizat in gel de agaroza de 1,4% in solutia tampon TAE timp
de o ord la 80 V. Gelurile au fost vizualizate in camera UV si fotografiate. Marimea fragmentelor de ADN
amplificate au fost comparate cu marcherul standard (100pb DNA ladder, Promega, USA).

Rezultate si discutii

Majoritatea datelor din literatura atestd determinismul monogenic dominant al rezistentei la rasele A - E
de lupoaie [3,10,21,22]. Insi, unele referinte releva o mostenire mai complexi a caracterului, incluzand doua
gene dominante [8], una recesiva [23], epistazie recesiva dubla [24] sau chiar mostenirea cantitativa. Studiile
recente sugereaza ca rezistenta la lupoaie este determinatd de mecanisme poligenice cantitative si calitative
[25,26]. Identificarea determinismului genetic al rezistentei se bazeaza tot mai mult pe utilizarea marcherilor
moleculari ADN specifici [26], inclusiv a marcherilor moleculari linkati cu gena Or5, ce confera rezistenta la
rasa E [27], utilizand metoda BSA [13].

Pana 1n prezent au fost identificati marcheri RAPD (UBC120_660) si marcheri SCAR (RTS05, RTS28, RTS40,
RTS29 i RTS41) linkati la Or5 si a fost elaboratd harta grupului de linkaj pentru gena Or3, in a cérei vecinatate la
distanta de 22,5 cM distal se afla marcherul RAPD si, de la 5,6 cM spre 39,4 ¢cM proximal, cei 5 marcheri SCAR.
Acest grup de linkaj a fost plasat in grupul de linkaj 17 (LG17) al mapei CARTISOL RFLP [27]. Tang (2003),
folosind aceeasi metoda (BSA), a plasat gena Or) in regiunea telomerica a grupului de linkaj 3 (LG3) dupa harta
marcherilor SSR [28], cu cel mai apropiat marcher SSR cartat la 6,2 cM proximal de locusul genei Or5.

In prezenta lucrare s-au studiat 29 genotipuri de floarea-soarelui in vederea cercetirii genei Or5. Pornind
de la rezultatele obtinute de Lu si colab. (2004), in urma analizei BSA ei au constatat ca unul dintre cei mai
apropiati marcheri SCAR este marcherul RTS05 cartat la distanta de 5,6 cM proximal de gena Or3; 1n cerce-
tarile noastre am utilizat acest marcher cu fragmentul initial al primerului RAPD - OPJI8 650 cu un produs
de amplificare de 650 pb. kb
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Foto 1. Rezultatele amplificarii ADN-ului cu marcherul specific SCAR (RTS05)
la diferite familii de floarea-soarelui: M — markeri moleculari; C — control fara ADN.
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Analizand rezultatele obtinute (Foto.1) asupra grupurilor de genotipuri (liniile paterne homozigote si hib-
ridul F), care alcatuiesc hibrizii Xenia, Performer, Valentino i Oxana, in rezultatul reactiei de amplificare
cu perechea de primeri specifici mentionati s-a vizualizat prezenta produsului de 650 pb la toate genotipurile,
exceptie fiind doar linia materna a hibridului Xenia. Date ce ne permit sd presupunem ca aceste genotipuri
poseda gena Or3, iar lipsa acestuia la genotipul matern Xenia — ca aceasta linie este susceptibila la rasa E.

Identificarea locusului linkat cu gena Or5 a fost efectuatd gi la 11 linii androsterile si 10 hibrizi de floarea-
soarelui (Foto 2 si 3). Ampliconul de 650 pb a fost obtinut la liniile androsterile 1-3, 8-11 si la hibrizii Performer,
Oxana, Xenia, Turbo, Favorit, Alcazar si Olga.

Rezultatele obtinute denota ca liniile si hibrizii mentionati poseda rezistenta la rasa E de lupoaie. La liniile
androsterile 4-6 si la hibrizii Valentino, Vitalia si Drofa ampliconul de 650 pb se evidentiaza slab, iar la linia
androsterila Nr.7 lipseste.

Conform datelor din literaturd [2] despre legdtura directa dintre genele de rezistenta (Orl — Or7) prezente/
absente la specia Helianthus annuus L. si la rasele (A — G) de Orobanche cumana Wallr., am dedus teoretic
susceptibilitatea sau rezistenta genotipurilor studiate fata de cele sapte rase de lupoaie existente (Tab. 1-3).

650 pb

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C

Foto 2. Rezultatele amplificarii ADN-ului cu marcherul specific SCAR (RTS05) la diferite genotipuri
androsterile de floarea-soarelui: M — markeri moleculari; C — control fara ADN;
[1-11] — genotipuri androsterile notate cu cifre de la 1 la 11.

650 pb

M 1 2 3 4 5 6 C 7 8 9 10

Foto 3. Rezultatele amplificarii ADN-ului cu marcherul specific SCAR (RTS05) la diferiti hibrizi de
floarea-soarelui: M — markeri moleculari, C — control fard ADN, 1 — Performer, 2 — Oxana,
3 — Xenia, 4 — Valentino, 5 — Vitalia, 6 — Drofa, 7 — Turbo, 8 — Favorit, 9 — Alkazar, 10 — Olga.
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Din Tabelul 1 reiese ca, cu exceptia genotipului matern Xenia, toate celelalte forme parentale si hibrizi
teoretic poseda rezistenta la rasele A — E, fiind, probabil, susceptibile la rasele F si G. Intrucat genotipul
Xenia @ nu a prezentat produsul de amplificare 650 pb, reiese ca acest genotip este susceptibil la rasele E — G.
Totodata, raimane neclara susceptibilitatea sau rezistenta lui fatd de rasele A — D.

Tabelul 1
Reprezentarea schematica a rezistentei genotipurilor in cadrul a patru familii
de floarea-soarelui la rasele de lupoaie A—-G
Nr. . Prezenta (+), absenta (- Rasele de lupoaie
d/o Genotipul ampli,co(milui 650 p‘tE : A B C D i E F G
1 Performer @ + R R R R R ? ?
2 Performer & + R R R R R ? ?
3 Performer F1 + R R R R R ? ?
4 | Oxana @ + R R R R R ? ?
5 | Oxana & + R R R R R ? ?
6 Oxana F1 + R R R R R ? ?
7 Xenia ¢ - ? ? ? ? S S S
8 Xenia & + R R R R R ? ?
9 Xenia F1 + R R R R R ? ?
10 | Valentino @ + R R R R R ? ?
11 | Valentino & + R R R R R ? ?
12 | Valentino F1 + R R R R R ? ?

Cercetarile efectuate asupra celor 11 genotipuri ce poseda androsterilitate citoplasmatica au permis de a
constata ca genotipul Nr.7 la care nu a fost identificat locusul invecinat cu gena Or5 este susceptibil la rasele
E — G, fard a putea indica rezistenta sau susceptibilitate fatd de rasele A — D de Orobanche cumana. Celelalte
zece genotipuri se caracterizeaza prin prezenta ampliconului 650 pb si, respectiv, pot fi considerate rezistente
la toate rasele, cu exceptia F si G (Tab.2).

Studiul produsului de amplificare (650 pb) la hibrizi a demonstrat prezenta acestuia la toate cele zece geno-
tipuri heterozigote, astfel cd ei poseda, probabil, rezistenta la rasele A — E (Tab.3)

Tabelul 2
Reprezentarea schematica a rezistentei genotipurilor androsterile de
floarea-soarelui la rasele de lupoaie A-G

Genotipuri Prezenta (+), absenta (-) Rasele de lupoaie

androsterile ampliconului 650 pb A B C D E F G
Nr. 1 + R R R R R ? ?
Nr. 2 + R R R R R ? ?
Nr. 3 + R R R R R ? ?
Nr. 4 + R R R R R ? ?
Nr. 5 + R R R R R ? ?
Nr. 6 + R R R R R ? ?
Nr. 7 - ? ? ? ? S S S
Nr. 8 + R R R R R ? ?
Nr. 9 + R R R R R ? ?
Nr. 10 + R R R R R ? ?
Nr. 11 + R R R R R ? ?
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Tabelul 3
Reprezentarea schematica a rezistentei diferitelor genotipuri heterozigote
de floarea-soarelui la rasele de lupoaie A-G

Nr. Hibridul Prezenta (+), absenta (-) Rasele de lupoaie

d/o ampliconului 650 pb A B C D E F G
1 Performer + R R R R R ? ?
2 Oxana + R R R R R ? ?
3 Xenia + R R R R R ? ?
4 Valentino + R R R R R ? ?
5 Vitalia + R R R R R ? ?
6 Drofa + R R R R R ? ?
7 Turbo + R R R R R ? ?
8 Favorit + R R R R R ? ?
9 Alkazar + R R R R R ? ?
10 | Olga + R R R R R ? ?

Conform datelor din literatura, hibridul comercial Turbo (Romania) rezistent la rasa E este susceptibil la
noua rasd F [9]. Datele obtinute de noi au demonstrat prezenta ampliconului de 650 pb la acest hibrid, confir-
mand prezenta genei Or)5 ce determina rezistenta la rasa E de lupoaie.

Concluzii

1. Prezenta ampliconului de 650 pb la genotipurile studiate presupune prezenta genei Or5 ce confera rezis-
tenta la rasa E de lupoaie.

2. Lipsa ampliconului la genotipul matern Xenia si la linia androsterila Nr.7 ne permite si presupunem ca
aceste doud genotipuri sunt susceptibile la atacul lupoaiei (rasele E — G).

3. Studiul in baza rezultatelor obtinute si a celor deja existente despre legatura directd a genelor de rezistenta
(Orl1 — Or7) prezente/absente la specia Helianthus annuus L. cu rasele (A — G) de Orobanche cumana
Wallr. ne da posibilitatea de a deduce susceptibilitatea sau rezistenta genotipurilor analizate fatd de
diferite rase de lupoaie.
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