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AFINITATEA S| UNELE PARTICULARITATI
FIZIOLOGICE ALE DIFERITOR RASE DE LUPOAIE
(OROBANCHE CUMANA WALLR.)
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Abstract. The interaction between sunflower (host) and broomrape (parasite) is directly influenced by physio-
logical and biochemical characteristics of the pathogen, characterized by affinity, virulence and aggressiveness.
The parasitization process of broomrape begins with the germination of seeds and is induced by germination
stimulants located in the rhizosphere of sunflower plants. In this study the germination capacity of broomrape
seeds (45 populations collected from sunflower and tobacco agrocenosis) has been evaluated on exudates ob-
tained from the root system of various sunflower genotypes: the sensitive genotype LMD1 and differential lines
resistant to races E, F, G and H. Broomrape seeds from tobacco agrocenosis germinated on all studied exudates,
showing a high level of affinity to host plant. Therefore, the germination inductors specific to sunflower induced the
germination process of the parasite characteristic for the anthophytoses on tobacco plants. The average germina-
tion rate on the root exudate of the sensible genotype LMD1 was 15,2% and on the exudate of the race H differential
(HLG 5661) - 17,7%. Indicators significantly lower were noted in the other variants under study.

Key-words: Orobanche; Helianthus annuus; Root exudates; Host-pathogen interaction; Affinity; Germina-
tion stimulants; Seed germination.

Rezumat. Interactiunea dintre floarea-soarelui (gazda) si lupoaie (parazit) este direct influentata de particularitatile
fiziologice si biochimice ale patogenului, caracterizate prin afinitate, virulenta, agresivitate. Procesul de parazitare a
lupoaiei incepe cu germinarea semintelor, indusa de stimulenti de germinare prezenti in rizosfera plantelor de floarea-
soarelui. In acest studiu a fost evaluata capacitatea de germinare a semintelor de lupoaie (45 de populatii colectate
din agrocenoze de floarea-soarelui si tutun) pe exudate obtinute din sistemul radicular al diferitor genotipuri de
floarea-soarelui: genotipul sensibil LMD si linii diferentiatoare cu rezistenta cunoscuta la rasele de lupoaie E, F, G
si H. Lupoaia din agrocenozele de tutun a germinat pe toate exudatele studiate, demonstrand un grad inalt de
afinitate fata de planta-gazda. Astfel, stimulatorii de germinare specifici pentru floarea-soarelui au indus procesul de
germinare a parazitului caracteristic antofitozelor pe plantele de tutun. Facultatea germinativa medie pe exudatul
radicular al genotipului sensibil LMD-1 a constituit circa 15,2% si pe exudatul diferentiatorului pentru rasa H de
lupoaie (HLG 5661) —17,7%. Indici considerabil mai mici au fost constatati la celelalte variante luate in studiu.

Cuvinte-cheie: Orobanche; Helianthus annuus; Exudat radicular; Interactiune gazda-patogen; Afinitate;
Stimulatori de germinare; Germinarea semintelor.

INTRODUCERE

Floarea-soarelui (Helianthus annus L.) reprezinta o cultura cu un spectru larg de utilizare, fiind si
una dintre cele mai cultivate plante oleaginoase in lume, inclusiv in Republica Moldova. Una din cauzele
semnificative care determina scaderea drastica a recoltei in aspect calitativ si cantitativ sunt fitoparazitii
acestei culturi agricole, in special lupoaia (Orobanche cumana Wallr.).

Interactiunea gazda-parazit este intr-o dependenta stransa atat de particularititile fiziologice ale
parazitului (manifestate prin afinitate, agresivitate, virulenta) si ale gazdei (determinate de mecanismele
de rezistenta specifica, nespecifica si indusa), cat si de actiunea factorilor de mediu.

O conditie primordiala, necesara pentru asigurarea convietuirii dintre cei doi parteneri si deci a
(Butler, L.G. 1995; Hirsch, A.M. et al. 2003). In lipsa acestui mecanism de recunoastere reciproca,
agentul patogen nu-si poate manifesta activitatea parazitara si se comporta fata de planta respectiva
ca fata de un substrat neutru, ,.,indiferent” pentru el (Melichi, E. 2012).

Gradul de afinitate este determinat, in mare parte, de abilitatea plantei-gazda de a produce si de a
secreta in rizosfera compusi chimici cu functii de semnalizare, fata de care fitopatogenii manifesta
receptivitate prin reactia de chemotropism (Press, M.C. et al. 1990; Degenhardt, J. et al. 2003). De
aceea apropierea ,,partenerilor” se realizeaza doar atunci cand patogenul nimereste — impreuna cu
apa, curentii de aer sau prin intermediul unui purtator — direct pe planta sau in sol, langa sistemul
radicular al plantei (Keyes, W.J. et al. 2001).
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Prin urmare, initierea procesului de patogeneza necesita anumiti compusi chimici secretati de catre
radacinile plantei-gazda, care asigura o modalitate de comunicare si semnalizare chimica, cu rol esential
in natura (Press, M.C. et al. 1990). Recunoasterea semnalului chimic produs de planta-gazda contribuie
atat la initierea procesului de germinare (Chang, M. et al. 1986), cat si la dezvoltarea organului de
atasare si formare a apresoriului (Butler, L.G. 1995; Keyes, W.J. et al. 2001).

Specificitatea interactiunii dintre gazda si parazit depinde de structura chimica a stimulantilor, care reprezinta
metaboliti secundari caracteristici pentru fiecare specie de plante (Hirsch, A.M. et al. 2003). De exemplu,
procesul de parazitare al lupoaei (Orobanche cumana Wallr.) incepe cu germinarea semintelor, indusa de
stimulenti de germinare prezenti in rizosfera plantelor de floarea-soarelui (Deney, I. et al. 2007).

Cea mai raspandita clasa de substante care stimuleaza germinarea semintelor de Orobanche si a altor
specii de plante parazite obligate, asa ca Striga, sunt lactonele sesquiterpenice (Joel, D.M. et al. 2011,
Raupp, F.M. etal. 2013), heliolactonele (Ueno, K. et al. 2014) si strigolactonele (Yoneyama, K. etal. 2011).

MATERIAL SI METODA

Materialul biologic. Studiul s-a axat pe cercetarea capacititii de germinare a 45 de populatii de
Orobanche cumana Wallr. de origine locala (42 de populatii colectate din regiunile de Sud si Centru
ale Republicii Moldova), din Spania (regiunea Sevilia), Romania (Fundulea) si din Ucraina (Ismail).

In calitate de inductori ai procesului de germinare au fost utilizate exudatele genotipului sensibil de
floarea-soarelui (LMD1) si exudate ale liniilor diferentiatoare pentru rasele E (LMD2), F (LC 1093A),
G (LMD3) si H (LG5661). In calitate de proba-control a servit germinarea semintelor pe hartie de
filtru umectata cu apa distilata sterila. Fiecare populatie a fost investigata in patru repetitii biologice a
cate 100-150 de seminte de lupoaie.

Metode. Dezinfectarea semintelor de lupoaie s-a realizat in solutia de NaClO 12% si 1% Tween-20,
timp de patru minute, cu agitare, ulterior fiind transferate in baia cu ultrasunet pentru 1 minut (Batchvarova,
E. etal. 1999). Semintele de lupoaie, dupa ce au fost imersate repetat in apa distilata autoclavata pentru
inlaturarea dezinfectantului, au fost amplasate in cutii Petri, sterilizate cu ajutorul lampilor UV, pe hartie
de filtru autoclavata, umectata cu apa distilata sterila in scopul preconditionarii, pe un termen de 7-12 zile
in camera de cultivare ,,Friocell” si «TCsJI 80», la +20°C (El-Halmouch, Y. et al. 2006). in calitate de
substrat a fost utilizata hartia de filtru imbibata cu 1 ml de exudat rizosferic al genotipului sensibil (LMD-1)
sau al diferentiatorilor rezistenti la diferite rase de lupoaie (E, F, G si H).

Monitorizarea germinarii si numararea semintelor germinate s-au realizat in dinamica, la 7, 10 si 12
zile, la binocularul «MBS-10», marimea 28, echipat cu camera CCD (MEM1300, Future Optics Sci. &
Tech. Co., Ltd), conectata la calculator.

REZULTATE SI DISCUTII

Lupoaia paraziteaza floarea-soarelui si reprezintid o specie de antofite cu specializarea ingusta
(monofagi). Monofagia este un factor evolutiv care favorizeaza perpetuarea speciei si formarea rapida
a raselor fiziologice prin dezvoltarea unor proprietati biologice si fiziologice specifice, care asigura
adaptarea parazitului la noile conditii de mediu. Schimbarea conditiilor de mediu determina variabilitatea
parazitului, inclusiv evolutia acestuia. O achizitie evolutiva a organismelor parazite reprezinta existenta
afinitatii dintre agentul patogen si gazda, inclusiv germinarea semintelor, initiati de exudatele radacinilor
plantei-gazda. Aceasta caracteristica a germinarii este deosebit de importanta in procesul patologic si
pentru receptivitatea plantelor la boli, in vederea asigurarii unui grad mai mare de supravietuire.

Semintele de lupoaie (1200-1500 in fiecare capsula) sunt foarte mici, elipsoidale sau elongate, de
culoare maro-inchis. Fiind foarte usoare (aproximativ 0,004 mg), acestea sunt transportate de curentii
de aer si de apa la distante mari. Semintele ramase in sol isi pastreaza facultatea germinativa timp de 5-
8 ani. In vecinatatea radacinilor de floarea-soarelui germinarea semintelor este indusi, astfel dezvoltandu-
se, ulterior, plantele de lupoaie. Germinarea semintelor de lupoaie reprezinta, asadar, prima etapi a
procesului de parazitare, fiind indusa de catre stimulenti de germinare secretati si eliminati de citre
radacinile plantelor gazda in cantitati foarte mici (Sato, D. et al. 2005; Glijin, A. et al. 2011).

Pornind de la aceste considerente, scopul prezentului studiu a constat in analiza exudatelor obtinute
din sistemul radicular al diferitor genotipuri de floarea-soarelui pentru a identifica nivelul de afinitate al
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populatiilor de lupoaie din Republica Moldova fata de liniile diferentiatoare, astfel incat sa caracterizam
aceste populatii si sa relevam rasa fiziologica a acestora.

Conform datelor obtinute s-a constatat ca, din totalul de 45 de populatii de Orobanche cumana Wallr.,
doar o populatie a germinat pe toate exudatele (colectata de pe tutun, satul Molovata Veche, raionul Dubasari).
Pe exudatul genotipului sensibil au germinat 20 de populatii de lupoaie, iar pe cel al liniei diferentiatoare de
rasa H—21 de populatii. S-au remarcat 13 populatii ale agentului patogen, care au germinat pe ambele tipuri
de exudate, reprezentand astfel 31,7% din totalul populatiilor analizate. Pe exudatul diferentiatorului rasei E
au germinat 5 populatii (12,2%), colectate preponderent din zona de centru a republicii, pe cel al diferentiatorului
rasei F—9,8%, iar in cazul diferentiatorului rasei G —mai putin de 5,0%.

Facultatea germinativa medie a constituit circa 15,2% pe exudatul obtinut din sistemul radicular al
genotipului sensibil LMD-1 si 17,7% pe exudatul liniei diferentiatoare la rasa fiziologica H LG5661.
Indici considerabili mai mici au fost constatati la celelalte variante de studiu.

Absenta germinarii pe diverse tipuri de substrat la unele populatii de lupoaie poate fi explicata prin
anumite conditii specifice de umiditate si temperatura, necesare pentru intreruperea stadiului de latenta
in timpul preconditionarii (Matasova, R. et. al. 2004). Temperatura utilizata pe perioada preconditionarii
afecteaza puternic capacitatea de reactie la stimulentii chimici (Mayer, A.M. et. al. 1995). Semintele
plantelor-parazit sunt sensibile la stimulentul germinarii doar pentru o perioada scurta de timp, putand
trece apoi, relativ repede, din nou in starea de latenta.

Dintre populatiile ce au germinat pe exudatul genotipului sensibil, 16 au avut un nivel de germinare
sub 10%, majoritatea (56,3%) fiind colectate din zona de sud. Valori de 10-40% ale energiei de germinare
asemintelor s-au constatat la 3 populatii (colectate in satul Molovata Veche din raionul Dubasari; satul
Buteni din raionul laloveni si satul Svetlai din raionul Comrat), ceea ce constituie 15,0% din populatiile
cu localizare geografica in Centrul si Sudul Republicii Moldova. Astfel, reiesind din distributia geografica
a populatiilor germinate pe exudatul rizosferic al genotipului sensibil, este evident ca prevaleaza cele
din zona de sud a tarii (fig. 1).

Cele 20 de populatii care au germinat pe exudatul rizosferic al genotipului sensibil de floarea-
soarelui sunt colectate din or. Soroca, s. Draganesti, s.\erejeni, s. Cazanesti, s. Branzenii Noi,
or. Strageni, s. Holercani, s. Molovata, s. Sangera, s. Buteni, s. Fundul Galbenei, s. Cazangic, or.
Cimislia, s. Ermoclia, or. Stefan Vod3, s. Svetlai, s. Carabetovca, s. Corteni, s. Grigorievca, s. Alexan-
derfeld si populatia din or. Ismail, Ucraina, reprezentand 56,1% din totalul populatiilor studiate (fig. 2).

Noua populatii de pe exudatul rizosferic al diferentiatorului rasei H, colectate preponderent din zona
de centru si de sud, au prezentat un nivel foarte scazut al facultatii germinative (mai mic de 10%), in
timp ce populatiile colectate din s. Holercani (Dubasari), din or. Soroca, din Molovata Veche (Dubasari)
prezinta un grad ridicat de germinare (47,9-80,0%) (fig. 2).

Lupoaia, ca planta holoparazita, poate supravietui doar in cazul cand obtine resursele nutritive de la
planta-gazda. Semintele lupoaiei sunt foarte mici si nu contin substantele de rezerva necesare pentru crestere
si dezvoltare (Masirevic, S.T. et. al. 2014), de aceea, daca nu reusesc sa se ataseze de planta-gazda,
germenii pier (Butler, L.G. 1995). Asemenea efecte au fost constatate si in cadrul cercetarilor noastre.

— e e _—— 1. e T ae —_
— araan praa — aaasavviaia [ — v vuaaa
~ . .

[ ]
|
[ |
Ceiciv o Conionn Clporivr v Al U
60 Ismail, Ucraina
50
¥ 0

Figura 1. Germinarea (%) semingelor de Orobanche cumana Wallr. pe
exudatul genotipului sensibil LMD-1
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Figura 2. Germinarea semingelor de O. cumana Wallr. pe exudatul diferensiatorului rasei H
(LG5661)

in baza datelor analizate putem constata ca majoritatea rezultatelor au fost obtinute la a 7-a zi de
germinare si doar 20-25% din variantele incluse in studiu au manifestat o majorare nesemnificativa a
energiei germinative in cea de-a 10-a si a 12-a zi. Germinarea semintelor de Orobanche cumana evaluata
in dinamica a demonstrat ca, datorita dependentei existentiale a semintelor plantei-parazit de statutul
biochimic al mediului format de rizosfera plantei-gazda si de continutul mic de substante nutritive al
endospermului, germenii pier peste 3-4 zile. Astfel, laa 12-a zi, semintele germinate, epuizandu-si energia
metabolica, chiar si in prezenta mediatorilor chimici, neintalnind radacinile plantei-gazda, degenereaza.

Consideram ca facultatea germinativa in astfel de experimente poate fi analizata la a 7-10-a zi
(fig. 3), avand in vedere si procesul laborios de analiza, minutiozitatea acestuia.

Cercetarile privind identificarea stimulentilor de germinare, cu rol crucial in ciclul de viata al plantelor
parazite, au o importanta deosebita pentru proiectarea de noi strategii de control si protectie impotriva
plantelor parazite, in general, si al lupoaiei, in particular. Din acest punct de vedere, pentru elaborarea
tehnologiilor agricole intensive si ecologice de cultivare, asemenea studii constituie un obiectiv impor-
tant de-a lungul anilor.

Germinarea semintelor de lupoaie, ca prima etapa a procesului de parazitare, a fos studiata in
prezenta produsilor naturali (strigol, sorgolactone, orobanchol si alectrol), izolati din plante-gazde si
plante nongazde (Cook, C.E. et al. 1972; Yoneyama, K. et al. 2004; Sato, D. et al. 2005), dar si in
prezenta mai multor compusi sintetici, cum ar fi GR24, analog al strigolului (Reizelman, A. et al. 2002).
In majoritatea cazurilor s-a constatat ca procesul de recunoastere gazda—parazit este strict specific,
dar germinarea se realizeaza si pe exudate nongazda, iar lipsa de afinitate dintre agentii patogeni si
diferite gazde nu poate fi considerata ca un fenomen de rezistenta.

Un caz deosebit de interesant, observat in cadrul cercetarilor realizate, a fost germinarea semintelor
de lupoaie colectate din campurile de tutun din s. Molovata Veche, Dubasari. Spre deosebire de semintele
de lupoaie colectate din agrocenozele de floarea-soarelui, aceste seminte au germinat pe toate exudatele
nongazda. Cele mai inalte valori ale energiei si facultatii germinative s-au constatat in variantele cu
exudat obtinut din sistemul radicular al genotipului sensibil si liniilor diferentiatoare ale raselor G si H
(cca 70%), urmate de exudatele diferentiatorilor raselor F (16,4%) si E (2,8%). Astfel, stimulatorii
germinativi specifici florii-soarelui au indus procesul de germinare al parazitului caracteristic antofitozelor
pe plantele de tutun.

Conform datelor obtinute putem presupune ca majoritatea populatiilor de lupoaie au o reactie similara
la semnalul molecular de recunoastere si ca evolutia conjugata gazda—parazit se manifesta incepand
cu primul nivel de interactiune, cel de recunoastere.
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Figura 3. Germinarea semingelor de lupoaie pe diferite exudate de floarea-soarelui

CONCLUZII

Studiile efectuate confirma existenta mecanismelor specifice de comunicare a plantelor prin
recunoasterea de catre fitoparaziti a semnalelor chimice existente in exudatele radiculare ale plantelor
de cultura. In conformitate cu rezultatele obtinute, mentionam nivelul suficient de inalt de afinitate a
agentului patogen fata de planta-gazda cu o pondere mai pronuntata pe exudatele obtinute din genotipul
sensibil de floarea-soarelui si cel obtinut de pe liniile diferentiatoare rezistente ale ultimelor rase fiziologice.
Lupoaia colectata din agrocenozele de tutun a demonstrat un procent de germinare inalt pe toate
exudatele analizate.

Cercetarile au fost realizate in cadrul proiectului ,,Rezistensa florii-soarelui (Helianthus annuus
L.) la lupoaie (Orobanche cumana Wallr.): mecanisme genetico-moleculare si fiziologice”
15.817.05.03F
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