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ADNOTARE

Gisca Ion, ASPECTE PRIVIND PARAZITUL FLORII-SOARELUI OROBANCHE
CUMANA WALLR. CU REFERIRE SPECIALA LA REZISTENTA GENETICA, tezi de
doctor in stiinte agricole, Chisinau, 2018. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale
si recomandari, bibliografie din 181 titluri, 128 pagini text, 55 figuri, 26 tabele si anexd. Rezultatele
obtinute au fost publicate in 19 lucrari.

Cuvinte cheie: floarea-soarelui, lupoaie - Orobanche cumana Wallr., variabilitate, rezistenta,
determinism genetic, agresivitate, virulenta, rase fiziologice.

Domeniul de studiu: ameliorarea plantelor si producerea semintelor.

Scopul lucrarii a prezentat evaluarea virulentei si impactului diferitor populatii ale parazitului
lupoaia asupra unor indici cantitativi si calitativi ai productivitatii si screening-ul germoplasmei de
floarea-soarelui in vederea obtinerii hibrizilor rezistenti.

Obiectivele lucrarii: analiza virulentei si evolutiei diferitor populatii ale parazitului lupoaia;
studiul determinismului genetic al rezistentei florii-soarelui la lupoaie; evaluarea materialului initial
ameliorativ si transferul genelor de rezistenta la lupoaie prin metode de ameliorare conventionala;
evaluarea materialului initial ameliorativ prin metode de analizd moleculara (markeri SCAR, RAPD);
evaluarea unor hibrizi experimentali si comerciali de floarea-soarelui privind rezistenta la lupoaie;
studiul influentei atacului cu lupoaie asupra indicilor de productivitate la floarea-soarelui.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Lucrarea prezintd o abordare complexa focusatd pe
analiza comprehensiva a evolutiei raselor de lupoaie si virulentei acestora, in paralel cu evaluarea
germoplasmei privind rezistenta la parazit, studiul determinismului genetic al rezistentei si ample
evaluari comparative a hibrizilor experimentali n camp, in aspectul evidentierii impactului lupoaiei
asupra recoltei. Pentru prima datd a fost realizat screening-ul genetic, molecular si fiziologic al
genotipurilor de floarea-soarelui utilizate in ameliorare si au fost identificate o serie de linii i hibrizi
de perspectiva rezistenti la lupoaie in conditii naturale si artificiale de infectare.

Problema stiintificd solutionatd consta in fundamentarea metodologiei de ameliorare a
rezistentei la lupoaie cu utilizarea complexd a metodelor moleculare, de laborator si experimentelor
in camp, ceea ce a permis evidentierea genei Or5 in majoritatea liniilor, stabilirea asocierii primerilor
RAPD cu rezistenta, toleranta si sensibilitatea la lupoaie, identificarea unor surse noi de rezistenta si
care asigura eficientizarea procesului de ameliorare si creare a hibrizilor de floarea-soarelui
competitivi, rezistenti la lupoaie.

Semnificatia teoretica. Studiul realizat reprezintd o bazd metodologicd fundamentald de
ameliorare a florii-soarelui la lupoaie. Analiza determinismului genetic al rezistentei la lupoaie si
identificarea mecanismului de mostenire a genelor dominante Or, demonstreazd ca rezistenta la
rasele de lupoaie mai virulente ca F este controlatd de mai multe gene si nu doar de o singurd gena
dominantd precum in cazul raselor mai putin agresive (de la rasa A pana la F). Aceste rezultate ale
determinismului genetic, depistat la doua linii rezistente la rasele noi cu virulentd sporitd ale
parazitului prezintd interes in crearea hibrizilor performanti.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Prin utilizarea unor surse de rezistenta la atacul cu O. cumana
Wallr. au fost transferate gene de rezistenta in linii-elita si linii care poseda caracteristici agronomice
superioare. Au fost creati si transmisi la Comisia de Stat hibrizi rezistenti la lupoaie, dintre care 7 au
fost omologati. A fost elaboratd o metoda de diagnosticare precoce a atacului cu lupoaie care permite
analiza rapidd a unui numdr mare de genotipuri intr-un timp scurt. Markerii RAPD testati in lucrare
se recomanda pentru screening-ul primar al germoplasmei ce poseda rezistenta la lupoaie.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarilor stiintifice au fost valorificate
in elaborarea a peste 25 de hibrizi de floarea-soarelui, rezistenti la lupoaie care au demonstrat o
productivitate Tnaltd pe terenurile cu infectie sporitd din Republica Moldova si Romania. Sapte dintre
acestea sunt omologati si se comercializeaza pe piata de seminte autohtona si internationala. Anual
“AMG-Agroselect Comert” SRL produce 800,0 t de seminte certificate si 30,0 t de seminte de baza.



AHHOTAIIUA

I'vicky UBan, HEKOTOPBIE ACHEKTHI TEHETUYECKOM YCTOMYMBOCTH
MNOJCOJIHEYUHUKA K HAPA3UTY OROBANCHE CUMANA WALLR., muccepramms Ha
COWCKaHUSl YYEHOM CTEMeHH JIOKTOpA CENILCKOXO3SIMCTBEHHbIX Hayk, Kwmmmnay, 2018. ucceprarms
COCTOUT W3 BBEICHMS, 4 TJIaB, 3aKIIOUCHUS M peKoMmeHnaumii, oubmuorpadun u3 181 ucrounukos, 128
CTpaHHMI] TeKCTa, 55 rpaduxoB, 26 Tabmui U npuwioxkennd. Hayunsle pesynbrathl omyOnuKoBaHbl B 19
MyOTHKAIUSIX.

KimoueBble cjioBa: IOICOIHEYHHK, 3apasuxa - Orobanche cumana Wallr., u3smeHumMBOCTS,
YCTOMYMBOCTb, TEHETUYECKHUI IETEPMHUHI3M, arpECUBHOCTD, BUPYJICHTHOCTb, PACHI.

Oonacts uccienoBanmii: 411.04 - cenexnys pacTeHHMIA 1 CEMEHOBOJICTBO.

Hean paGoThl: ucnenoBaHWE BUPYJISHTHOCTH U BO3JACWUCTBUS PAa3MYHBIX TMOMYJSIMNA Mapa3zuta
3apa3yxa Ha KOJIMYECTBEHHbIE M KAUECTBEHHBIEC MOKAa3aTeNN NPOAYKTUBHOCTU M CKPUHUHI T€pMOILIA3Mbl
THOJICOJTHEYHHUKA JUTSI TIOJYYEHHS YCTOWUMBBIX THOPHJIOB.

3apauM MccJIeOBAaHUS: AHAJIM3 BUPYJIEHTHOCTH M SBOMIOLMH Pa3IMUYHBIX MOMYJILMI MapasuTa;
U3y4eHHE TEHETUYECKOro JIETePMHHM3MA YCTOMUYMBOCTM  IOJCOIHEYHMKA; OLEHKA MCXOIHOTO
CEJIEKIIMOHHOTO MaTepuala M IepeHOC TE€HOB YCTOMYMBOCTH; OLIEHKA HCXOJHOTO CEJIEKIMOHHOTO
Marepraia MeToaMu MolekyssipHoro anammsa (Mapkepsl SCAR, RAPD); orieHka skCriepuMeHTaTbHBIX 1
KOMMEpUYECKUX T'MOpHIOB MOJICOHEUHNKA HA YCTOMUMBOCTD K 3apa3uxe; U3yueHUe BIIMSHUA 3apa3hxu Ha
WHJIEKCHI MIPOTYKTUBHOCTH TTOJICOTHEUHHKA.

Hayynasi HOBHM3HA W OPUIHHAIILHOCTH: B pabore mpencTaBieH KOMIUIEKCHBIA —TOAXO/,
c(OKyCHPOBaHHBII HA BCECTOPOHHEM aHAJIN3€ SBOJIOLMH Pac 3apasuxd U UX BUPYJICHTHOCTH, apaJUIeIbHO
C OLEHKOM YCTOMYMBOCTM T€pMOIUIa3Mbl K MapasuTy, H3y4YEHHEM TE€HETHYECKOro JEeTePMUHU3MA
YCTOWYMBOCTU M OOLIMPHON CPAaBHUTEIILHOM OIIEHKH SKCIIEPUMEHTATIBHBIX THOPHIOB B TOJIEBBIX YCIOBHUSIX
B AaCIIEKTe BO3IEHCTBHS 3apaslixd Ha YpOXKAaWHOCTh CeMsiH. BrepBble ObLI MPOBEAEH I'€HETUYECKUI,
MOJIEKYJISIPHBIA ¥ (PU3UOIOTHIECKUI CKPUHUHT TeHOTHIIOB TTOJICOTHEYHHKA, UCTIONB3YEMbIX JIIS CEJEKIIH,
u ObUla MISHTH(UIIMPOBAHA CEpUsl TEPCTICKTUBHBIX JIMHUM W TUOPUIIOB, YCTOMUYMBBIX K 3apa3uxe B
YCIJIOBHSIX €CTECTBEHHOW U MCKYCCTBEHHOMN MH(EKIHH.

Pemiennass HayyHas mpodsieMa cocmoum 6 HAy4HOM O0DOOCHOBGHUU METOJIONOTUM CEeNIEKLMU
YCTOWYMBOCTHU K 3apa3uXH C KOMIUIEKCHBIM HCIHOJIb30BAaHUEM MOJICKYJIIPHBIX, JJA0OPAaTOPHBIX U MOJIEBBIX
AKCIEPUMEHTOB, 4mo no36oauio BbIBUTH TeH OrS B OONbIIMHCTBE JMHUN, UaeHTU(umpoBate RAPD
npaiiMepbl acCOLMUPOBAHHBIE C YCTOMYMBOCTBIO, TOJEPAHTHOCTHIO M UYBCTBHTEIBHOCTBIO K IapasuTy,
UJICHTU(PUIINPOBATh HOBBIE MICTOYHUKU YCTOWYMBOCTH TOJICOTHEUHNKA U JEMOHCTPUPOBATH BO3MOKHOCTb
neperoca TeHoB Or B TEPCNIEKTHBHBIC JIMHUM ITyT€M OOPaTHOTO CKPELMBAHUS, (DaKm MNO3601I0UUll
NOBBICUTh A(D(PEKTHUBHOCTh CENEKIMM M CO3IaHHs KOHKYPEHTOCIOCOOHBIX T'MOPHIIOB, YCTOMYMBBIX K
3apasmxe.

Teopernyeckasi 3HauuMocTh: IIpoBenéHHbIE uCCENOBaHUS SIBISIOTCS  (PyHAAMEHTATLHOU
METO/IOJIOTUYECKONH OCHOBOM CEJIeKIIMM TOJICOTHEYHMKA HA YCTOMYMBOCTh K 3apasuxe. AHaW3
TeHEeTUYECKOro JIETEPMUHU3MA YCTOMUMBOCTH K 3apasyxe U MACHTH(HKAIMS MEXaHHW3Ma HACIleJOBaHUs
JIOMUHAHTHBIX TeHOB Or JI0Ka3bIBaeT YTO YCTOMUMBOCTH K 3apa3uxe I pac Ooree BUPYJIEHTHBIX YeM paca
F Haxomurcs moJ KOHTPOJEM MHOKECTBEHHBIX N€HOB. JTH PE3YJIbTaThl T€HETMYECKOTO JECTEPMHHH3MA,
0OHApPYKEHHOI'0 Y JIBYX JIMHUSX, YCTOMYMBBIX K HOBBIM pacaM Iapa3uTa C MOBBIILIEHHON BUPYJIEHTHOCTbIO,
NPEJICTaBIISIIOT MHTEPEC IS CO3/IaHusI YCTOMUMBBIX THOPHIOB.

IMpakTnyeckoe 3nauvenme: Vcrome3ys ycroiumBbie k O. cumana Wallr. MCTOYHMKH, TeHBI
YCTOWYMBOCTU OBUIM TIEPEHECEHbI B JJIMTHBIC JIMHUM W JIMHWH, KOTOpHIE OOJIAJal0T MPEeBOCXOAHBIMU
arpOHOMHYECKMMH XapaKTepUCTHKaMU. bpin paspaboTtaH MeTon paHHEH MUarHOCTUKM aTaKH 3apasuxH,
KOTOPBIM TO3BOJIAET OBICTPO AHAIM3MPOBATH OOJBIIOE KOMMYECTBO T'€HOTHIIOB 32 KOPOTKOE BpeMs.
Hcnonb3oBannbie  RAPD-mapkepsl, MOryr ObITh PEKOMEHIOBAaHBI JUISl TIEPBUYHOTO  CKPHHHHIA
TepMOILUIa3Ma, yCTOMYMBOU K 3apa3HXU.

BHeapenne Hay4yHbBIX pe3yJbTaToB: Pe3ynmbraThl HccienoBaHMN OBUIM  HCIIONB30BAHBI TIPU
pa3zpabotke Oosee 25 ruOpuIOB MOACOIHEYHUKA, YCTOMUMBBIX K 3apa3uxe, KOTOpbIe MOKa3aji BBICOKYIO
NPOAYKTUBHOCTD Ha MOJISIX C MOBBIIEHHOM nHpekimei B Pecrryomike Monnosa v Pymbiaun. CeMpb U3 HUX
CepTU(UIMPOBAHHBI M NPOJAIOTCSA HA BHYTPEHHEM U MEXIyHapOIHOM pbIHKE ceMsH. ExeromHo «AMG-
Agroselect Comert» SRL npomzsoaut 800,0 T ceprrduimpoBanHbIX ceMsH U 30,0 T OCHOBHBIX CEMSH.
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ABSTRACT

Gisca lon, ASPECTS RELATED TO SUNFLOWER PARASITE OROBANCHE
CUMANA WALLR WITH SPECIAL REFERENCE TO GENETIC RESISTANCE, PhD
dissertation in Agricultural Sciences, Chisinau, 2018. The thesis includes introduction, 4 chapters,
conclusions and recommendations, bibliography consisting of 181 sources, 128 pages of text, 55
figures, 26 tables and an annex. The results of the research are reflected in 19 publications.

Keywords: sunflower, Orobanche cumana Wallr, diversity, resistance, genetic determinism,
aggressivity, virulence, broomrape, physiological races.

Field of study: plant breeding and seed production.

The purpose was to evaluate the virulence and impact of different populations of broomrape
on the productivity indexes and the screening of sunflower germplasm to obtain resistant hybrids.

Objectives of the work: analysis of virulence and evolution of different populations of
broomrape parasite; study of the genetic determinism of sunflower resistance to O. cumana.;
evaluating of the initial ameliorative material and transferring of broomrape resistance genes using
conventional amelioration methods; evaluation of the initial ameliorative material using molecular
analysis methods (SCAR, RAPD markers); the evaluation of experimental and commercial sunflower
hybrids to broomrape resistance; studying the influence of the broomrape attack on sunflower
productivity indices.

Scientific novelty and originality. The paper presents a complex approach focused on the
comprehensive analysis of the evolution of broomrape races and their virulence, in parallel with the
germplasm evaluation related to parasite resistance, the study of genetic determinism of resistance
and extensive comparative assessments of experimental hybrids in the field to reveal the impact of
the broomrape on the qualitative and quantitative indices of productivity. For the first time, the
genetic, molecular and physiological screening of sunflower genotypes used for breeding has been
done and a series of perspective lines and hybrids resistant to broomrape under natural and artificial
infection conditions were identified.

Important scientific problem solved consists in the scientific validity of methodology for
breeding to broomrape resistance using the complex of molecular, laboratory and field experiments,
which allowed the revealing of the Or 5 gene in the most lines, the association of RAPD primers with
resistance, tolerance and sensitivity to broomrape, identification of new sources of resistance and
demonstration of the possibility for Or's genes transferring to perspective lines through backcross,
which ensures the improvement of the breeding process and creation of competitive sunflower
hybrids resistant to broomrape.

The theoretical significance. The study is a fundamental methodological basis of sunflower
breeding for resistance to broomrape. Analysis of the genetic determinism of resistance to broomrape
and identification of the mechanism of inheritance of dominant genes Or, demonstrates that
resistance to the races of O. cumana more virulent than F is controlled by several genes and not just
by a single dominant gene, as in the case of less virulent races (from A to F). These results of genetic
determinism found up in two lines resistant to new races with increased virulence are of interest in
the creation of resistant hybrids.

The applicative value of the work. Using the sources of resistance to O. cumana Wallr. the
resistance genes were transferred to elite lines and lines with superior agronomical traits. They were
created sunflower hybrids resistant to broomrape, 7 of them have been tested and admitted for
production and marketing by the State Commission for Variety Testing. A method of early diagnosis
of broomrape attack that allows rapid analysis of a large number of genotypes in a short time has
been developed. RAPD markers tested in the paper may be recommended for primary screening of
germplasm related to broomrape resistance.

Implementation of scientific results. The results of the scientific researches have been used
in the elaboration of more than 25 sunflower hybrids, resistant to broomrape, which have shown a
high productivity on the areas with increased infection in the Republic of Moldova and Romania.
Seven of these are homologated and marketed on the domestic and international seed market.
Annually, "AMG-Agroselect Comert" SRL produces 800.0 t of certified seeds and 30.0 t of basic
seeds.



LISTA ABREVIERILOR

ASC — androsterilitate citoplasmatica

dNTP - Deoxynucleotide (deoxinucleotide)

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations (Organizatia pentru
Alimentatie si Agricultura a Natiunilor Unite)

INCDA — Institutul National de Cercetare Dezvoltare Agricola

GS — glutamin sintetaza

GOGAT - glutamin oxoglutarat aminotransferaza

LG — Linkage Grup (grup de linkaj)

MMB — Masa a 1000 de boabe

pb — perechi de baze

PCR - Polymerase Chain Reaction (reactia de polimerizare in lant)

PIC — Polymorphic Information Content (continutul informaiei polimorfe)

RAPD - Random Amplified Polymorphic DNA (ADN Polimorf Amplificat Arbitrar)

RFLP - Restriction Fragments Length Polymorphism (Polimorfismul Lungimii Fragmentelor de
Restrictie)

Rf - fertility restorer (restauratoare de fertilitate)

SCAR - Sequence Characterized Amplified Regions (Regiunile Amplificate cu Secventa
Caracterizatd)

SSR — Simple Sequence Repeat (Repetari de Secvene Simple = microsateliti)

STS — Sequence Tagged Sites (Site-uri cu Secvente Marcate) TAE — Tris-acetat-EDTA

TRAP — Target Region Amplification Polymorphism (Polimorfism amplificat pe bazd de
secventd)

QTL — Quantitative Trait Loci (Locusul Caracterelor Cantitative)


https://www.neb.com/products/n0447-deoxynucleotide-dntp-solution-mix
https://www.google.md/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwj80LGg2uXLAhWnNpoKHTn-BVoQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fprobe%2Fdocs%2Ftechpcr%2F&usg=AFQjCNF5KoXhRvZS2uBoMkyY3mHWk7P6Nw

INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Floarea-soarclui este o planta
oleaginoasa de mare importantd economica si alimentara. Datorita capacitatii sale de a indeplini
cerintele ridicate ale producatorilor in obtinerea unui randament inalt si stabil al productiei de
materie primd, continutului de ulei de calitate superioard in seminte (33-56%) si extragerii
acestuia cu echipamente relativ simple, cultura reprezinta una dintre principalele surse de lipide
vegetale, utilizate in alimentatia omenirii. Uleiul de floarea-soarelui reprezintd 14,5% din
productia mondiald de uleiuri vegetale. Valoarea economica ridicata a culturii de floarea-soarelui
este datd de multiplele intrebuintari ale acesteia: utilizarea directd in alimentatie, obtinerea
uleiului, folosirea in calitate de materie prima industriala, produs secundar, furaj, precum si ca
planta melifera [137].

Sporirea considerabild a productiei de seminte si ulei, determinatd de extinderea pe scara
larga a soiurilor si hibrizilor de floarea-soarelui cu productivitate inaltd, situeaza cultura pe
pozitii avantajoase nu numai in competitia cu celelalte plante oleaginoase, dar si cu alte culturi
preferentiale din agricultura mondiala.

Continentul european, inclusiv fostele republici din componenta URSS, domina cultura de
floarea-soarelui la nivel global, detindnd in prezent 60,7% din suprafata cultivata si 58,9% din
productia totald de seminte, pe primul loc situdndu-se Rusia, urmatd de Ucraina. Conform
datelor Organizatiei pentru Alimentatie si Agriculturd a Natiunilor Unite (FAO), in ultimele
perioade Republica Moldova se plaseaza pe locul 17-19 in clasamentul celor mai mari
producatori de seminte de floarea-soarelui pe plan mondial [71].

Printre factorii care produc pierderi considerabile de productivitate la cultura de floarea-
soarelui intr-un numar mare de tari cultivatoare (Serbia, Spania, Turcia, Bulgaria, Romania,
Republica Moldova) se enumera si holoparazitul Orobanche cumana Wallr.

Din regiunile sudice ale Rusiei si Ucrainei, adiacente Marii Negre, lupoaia s-a extins
impreund cu cultura de floarea-soarelui pe care o paraziteaza spre alte {ari riverane precum
Romania, Bulgaria, Turcia si Spania [61, 109, 110, 132]. Lupoaia este de asemenea prezenta in
Serbia, Ungaria, Grecia, Israel, Iran, Republica Moldova, Kazahstan, China, Mongolia si
Australia si posibil si 1n alte cateva tari (recent, in Franta, Marea Britanie) [71, 88, 92, 123, 143,
164].

Amplitudinea pagubelor determinate de parazitarea cu lupoaie variazd foarte mult, de la
scaderi nesemnificative de productie pana la pierderi de 90%, in functie de intensitatea atacului.
La un atac slab productia poate sa scada cu pana la 20% [69, 120]. Lupoaia afecteaza mai multe

caracteristici de productivitate, precum indlfimea plantei, diametrul calatidiului, numarul de
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seminte per calatidiu, continutul de lipide si proteine in seminte, calitatea si cantitatea uleiului
etc. [49, 72, 77, 160, 169].

Selectia formelor de floarea-soarelui rezistente la lupoaie a constituit o preocupare de baza
a amelioratorilor, inca de la inceputul secolului XX, cand cultura era esential amenintata de acest
parazit virulent [30].

Rezistenta genetica a florii-soarelui la atacul holoparazitului, identificatd pentru prima data
la speciile salbatice din genul Helianthus, a fost introdusd in formele cultivate in cadrul
programelor de ameliorare din fosta Uniune Sovietica. Astfel, soiurile rezistente Kruglik A-41,
Saratovski 169, Fuxinka 3, Zelenka 10 au manifestat rezistentd fatd de prima rasd de lupoaie
(rasa A) permitand supravietuirea culturii [42]. In anii 1934-1935 au fost introduse in culturd
soiurile Jdanov, rezistente la rasa A si la noua rasa, B. Ulterior, au fost introduse in productie
soiurile de tip VNIIMK, de asemenea rezistente la ambele rase ale parazitului [43].

In anii 60, in zonele cultivate cu floarea-soarelui din sud-vestul Uniunii Sovietice au fost
semnalate noi rase de lupoaie. Buherovici P., studiind virulenta diferitor populatii de O. cumana
a constatat ca soiurile cultivate au fost cel mai mult afectate de lupoaia din zona orasului
Chisindu, mult mai agresiva decat cea din zona Krasnodar [34]. Aceastd populatie noud de
lupoaie, cunoscutd ca rasa moldoveneascd, sau rasa C, s-a extins si in estul si sud-estul
Romaniei, precum si in estul Bulgariei [32].

Cel mai intens O. cumana Wallr. s-a raspandit in ultimele decenii ale secolului trecut,
inceputul secolului actual, intensificandu-si semnificativ virulenta. Pe parcursul evolutiei
parazitului au existat perioade in care, din cauza atacului, productia de floarea-soarelui a scazut
dramatic, problema fiind solutionatd prin introducerea in culturd a hibrizilor si soiurilor
rezistente. Pe de altd parte, utilizarea pe scara larga a genotipurilor rezistente a favorizat aparitia
a noi rase de lupoaie (E, F, G), mai agresive, care au depdsit bariercle de rezistenta ale plantei
gazda, acest fenomen fiind constatat cu o periodicitate de 10-15 ani [71, 132]. De remarcat ca
recent, doar dupa o perioada de 8-10 ani, a fost identificatd o noud populatie a parazitului, foarte
virulenta ce apartine rasei H.

Totodata, se releva o expansiune considerabild a lupoaiei, inclusiv pe teritoriul Republicii
Moldova. Astfel, dacd in anii 50-70 lupoaia era descrisd preponderent in zonele de sud ale tarii
[40], ultimele date pun in evidentd o migratie a parazitului si extinderea O. cumana pe noi
arealuri din partea de centru si nord [62].

Cele expuse pun in evidentd importanta majord si necesitatea cercetdrilor focusate pe
studiul biologiei parazitului, efectelor provocate de acesta asupra plantei gazda, evaluarea

continud a germoplasmei disponibile In contextul identificarii unor noi surse de rezistentd ce ar



putea fi incluse in programele de ameliorare si creare a hibrizilor rezistenti la rasele de lupoaie
existente.

In lucrarea prezentd, ne-am propus drept scop evaluarea virulentei si impactului diferitor
populatii ale parazitului lupoaia asupra unor indici cantitativi si calitativi ai productivitatii si
screening-ul germoplasmei de floarea-soarelui in vederea obtinerii hibrizilor rezistenti.

Obiectivele lucrarii:

- analiza virulentei si evolutiei diferitor populatii ale parazitului lupoaia;

- studiul determinismului genetic al rezistentei florii-soarelui la lupoaie;

- evaluarea materialului initial ameliorativ si transferul genelor de rezistenta l1a lupoaie prin
metode de ameliorare conventional;

- evaluarea materialului initial ameliorativ prin metode de analizd moleculard (markeri
SCAR, RAPD);

- evaluarea unor hibrizi experimentali si comerciali de floarea-soarelui privind rezistenta la
lupoaie;

- studiul influentei atacului cu lupoaie asupra indicilor de productivitate la floarea-soarelui.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Lucrarea prezintd o abordare complexad focusata pe
analiza comprehensivd a evolutiei raselor de lupoaie si virulentei acestora, in paralel cu
evaluarea germoplasmei privind rezistenta la parazit, studiul determinismului genetic al
rezistentei si ample evaluari comparative a hibrizilor experimentali in camp, in aspectul
evidentierii impactului lupoaiei asupra recoltei. Pentru prima datd a fost realizat screening-ul
genetic, molecular si fiziologic al genotipurilor de floarea-soarelui utilizate In ameliorare §i au
fost identificate o serie de linii s1 hibrizi de perspectiva rezistenti la lupoaie in condifii naturale si
artificiale de infectare.

Problema stiintifici solutionata consta in fundamentarea metodologiei de ameliorare a
rezistentei la lupoaie cu utilizarea complexd a metodelor moleculare, de laborator si
experimentelor in camp, ceea ce a permis evidentierea genei Or5 in majoritatea liniilor,
stabilirea asocierii primerilor RAPD cu rezistenta, toleranta si sensibilitatea la lupoaie,
prin backcross-uri la liniile de perspectiva, fapt care asigura eficientizarea procesului de
ameliorare §i creare a hibrizilor de floarea-soarelui competitivi, rezistenti la lupoaie.

Semnificatia teoretica. Studiul realizat reprezintd o baza metodologica fundamentalda de
ameliorare a florii-soarelui la lupoaie. Analiza determinismului genetic al rezistentei la lupoaie si
identificarea mecanismului de mostenire a genelor dominante Or, demonstreaza ca rezistenta la
rasele de lupoaie mai virulente ca F este controlatd de mai multe gene si nu doar de o singurd
gend dominantd precum in cazul raselor mai putin agresive (de la rasa A pana la F). Aceste
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rezultate ale determinismului genetic, depistat la doud linii rezistente la rasele noi cu virulenta
sporitd ale parazitului prezintd interes in crearea hibrizilor performanti.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Prin utilizarea unor surse de rezistentd la atacul cu O.
cumana Wallr. au fost transferate gene de rezistenta in linii-elita si linii care poseda caracteristici
agronomice superioare. Au fost creati si transmisi la Comisia de Stat hibrizi rezistenti la lupoaie,
dintre care 7 au fost omologati. A fost elaboratd o metoda de diagnosticare precoce a atacului cu
lupoaie care permite analiza rapidd a unui numar mare de genotipuri intr-un timp scurt. Markerii
RAPD testati in lucrare se recomandd pentru screening-ul primar al germoplasmei ce poseda
rezistenta la lupoaie.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarilor stiintifice au fost
valorificate 1n elaborarea a peste 25 de hibrizi de floarea-soarelui, rezistenti la lupoaie care au
demonstrat o productivitate Tnaltd pe terenurile cu infectie sporitd din Republica Moldova si
Romania. Sapte dintre acestea sunt omologati si se comercializeazd pe piata de seminte
autohtona si internationala. Anual “AMG-Agroselect Comert” SRL produce 800,0 t de seminte
certificate si 30,0 t de seminte de baza.

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

- Evolutia si virulenta populatiilor de lupoaie in contextul ameliorarii florii-soarelui la
rezistenta fata de parazitul O. cumana Wallr.

- Determinismul genetic al diferitor rase de lupoaie si metodologia crearii genotipurilor
rezistente.

- Screening-ul germoplasmei de floarea-soarelui cu utilizarea concomitentd a metodelor
clasice si moderne de analiza.

- Influenta atacului lupoaiei asupra indicilor calitativi §i cantitativi ai productivitatii la
hibrizii experimentali de floarea soarelui.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Cercetdrile efectuate si datele obtinute au fost
prezentate si discutate anual la sedintele Consiliului Stiintific al Institutului de Genetica,
Fiziologie si Protectie a Plantelor si ale laboratoarelor stiintifice din cadrul institutului, precum si
in cadrul Conferingei Stiintifice Internationale a doctoranzilor ,, Tendinte contemporane ale
dezvoltarii stiintei: Viziuni ale tinerilor cercetatori” (Chiginau, 2013, 2014), Simpozionului
Stiintific International ,, Agricultura moderna—realizari si perspective” (Chisinau, 2013),
Congresului International de Ameliorare a Plantelor (Turcia, Antalia, 2013, 2015),
Simpozionului National cu participare internationala ,, Biotehnologii avansate — Realizari si
perspective ” (Chisinau, 2013), Congresului International al Geneticienilor si Amelioratorilor,
ed. a X-ea (Chisinau, 2015), The 19 International Sunflower Conference (Turcia, Edirne, 2016),
International Plant Breeding Conference (Kyrenia, Turcia, 2017).
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Sumarul compartimentelor tezei

Lucrarea cuprinde: adnotare prezentatd in limbile romana, rusa si engleza, introducere,
patru capitole, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie, anexe, declaratia
privind asumarea raspunderii si CV-ul.

In Introducerea lucririi se argumenteaza actualitatea si importanta problemei abordate,
sunt formulate scopul si obiectivele tezei, se descrie noutatea stiingifica a rezultatelor obtinute,
importanta teoretica si valoarea aplicativa a cercetarilor, implementarea rezultatelor, sumarul
compartimentelor tezei si aprobarea rezultatelor.

In capitolul 1 al tezei STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR PRIVIND
PARAZITUL Orobanche cumana Wallr. SI RELATIA PARAZIT-PLANTA GAZDA
(Helianthus annuus L.) este expusa problema rezistentei si receptivitatii plantelor la lupoaie,
care rdmane a fi o cerintd importanta in cercetarile biologice si in crearea hibrizilor competitivi.
Este prezentatd biologia, raspandirea si impactul economic al actiunii acestei plante parazit
asupra productivitatii. Prin prisma datelor din literaturd se demonstreaza, ca productivitatea in
conditii de infectie se afla intr-o stransa dependenta de particularitatile fiziologice ale parazitului
(afinitate, agresivitate si virulentd), de caracteristicile plantei gazdd (rezistentd nespecifica,
specifica si indusi), precum si de actiunea factorilor de mediu. In contextul vizat, cercetarile cu
privire la rezistenta florii-soarelui la lupoaie (O. cumana Wallr.) reprezinta un obiectiv
primordial, de actualitate deosebita.

Capitolul 2, MATERIALE SI METODE DE CERCETARE, este consacrat descrierii
succinte a materialului inclus 1n cercetare, care este reprezentat printr-un volum impunator de
genotipuri de floarea-soarelui, precum si numeroase populatii de lupoaie, colectate din diverse
regiuni geografice. Capitolul include metodologia cercetarilor de evaluare a incidentei
lupoaiei in conditii de infectare naturald in cdmp sau artificiald in serd si/sau laborator,
precum si metodele de screening molecular a germoplasmei de floarea-soarelui.

Capitolul 3, GENETICA SI AMELIORAREA LA FLOAREA-SOARELUI PENTRU
REZISTENTA LA ATACUL PARAZITULUI Orobanche cumana Wallr., este consacrat
studierii virulentei si evolutiei diferitor populatii de lupoaie, evaluarii ereditatii si variabilitatii
germoplasmei din Republica Moldova si Romania utilizata in ameliorarea florii-soarelui prin
prisma unor metode clasice si moderne de studiu, fiind identificate surse de rezistentd la
lupoaie, obtinufi hibrizi cu indici de productivitate superiori, rezistenti la parazit. Sunt
prezentate date privind determinismul genetic in cadrul genotipurilor de floarea-soarelui
rezistente la noile populatii, mai virulente, ale parazitului, precum si rezultatele evaluarii unui

sir de hibrizi de perspectiva in conditii de infectare naturala cu lupoaie. Analizele moleculare
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in baza markerilor SCAR si RAPD au permis clasificarea germoplasmei in trei grupe distincte
dupa gradul de rezistenta.

Capitolul 4 INFLUENTA PARAZITULUI Orobanche cumana Wallr. ASUPRA
UNOR ELEMENTE DE PRODUCTIE SI DE CALITATE LA FLOAREA-SOARELUI
include date privind impactul lupoaiei asupra celor mai importanti indicatori de productivitate -
talia plantei, masa hectolitrica si masa a 1000 boabe, diametrul calatidiului si rata de seminte
pline per calatidiu, productia de seminte, continutul de ulei in seminte si continutul de acid oleic
la un sir de hibrizi de floarea-soarelui, evaluati in conditii de infectare naturald in diverse
localitati din Romania, remarcate prin prezenta infectiei persistente si omogene. Sunt prezentate
corelatii dintre valoarea elementelor de productivitate si gradul de atac, precum si varierea

indicatorilor in functie de genotip, conditii climaterice, localitate.

Concluziile generale si recomandarile confin o sinteza a principalelor rezultate ale

cercetarilor efectuate, structurate conform capitolelor descrise.

Publicatiile la tema tezei. Rezultatele obtinute sunt reflectate in 19 lucrari stiintifice,
inclusiv 3 articole In reviste recenzate din strainatate, 5 articole in reviste recenzate nationale,
dintre care 2 in monoautorat, 2 articole in culegeri si 9 comunicari in cadrul unor foruri stiintifice

nationale/internationale.

Volumul si structura tezei. Teza include introducere, patru capitole, concluzii generale
si recomandari, bibliografie din 176 titluri, volumul total de 130 pagini, 55 figuri, 26 tabele si
anexa.

Cuvinte-cheie: floarea-soarelui, lupoaie - Orobanche cumana Wallr., variabilitate,

rezistentd, determinism genetic, agresivitate, virulenta, rase fiziologice.
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1. STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR PRIVIND PARAZITUL Orobanche
cumana Wallr. SI RELATIA PARAZIT-PLANTA GAZDA (Helianthus annuus L.)

Un impediment deosebit de important in cultivarea florii-soarelui este O. cumana Wallr.,
cunoscuta popular sub denumirea de lupoaie, floarea-focului, busuioc salbatic, verigel, tatoi,
care provoca pagube semnificative acestei culturi oleaginoase strategice [27].

Lupoaia este o fanerogama care apartine grupului de plante holoparazite, reprezentand 1%
din plantele superioare cu mod de viata total dependent de planta-gazda. Prima faza a contactului
lupoaiei cu planta-gazda este reprezentata de penetrarea radacinii, urmata de formarea in
interiorul plantei-gazda a unei structuri specializate, cunoscuta drept haustoriu [180]. Haustoriul
reprezintd un tesut conjunctiv prin intermediul caruia se realizeaza jonctiunea intre gazda si
parazit. Acesta patrunde in tesuturile scoartei ajungand in fascicolele libero-lemnoase de unde
extrage apa, substantele nutritive si hormonii necesari pentru dezvoltarea patogenului [45, 83,
74]. La exterior apar radacini adventive si muguri, care se alungesc si strabat solul iesind la
suprafatd, formand tulpina floriferd a fanerogramei.

Un obiectiv de importanta majora al strategiei de control al parazitului este ameliorarea
rezistentei florii-soarelui la O. cumana, care este o sarcind dificild, insad foarte eficienta.
Programul principal de ameliorare a florii-soarelui a fost initiat in 1976 in cadrul Institutului de
Cercetare a Culturilor de Camp Selectia” (Balti) [2, 35]. Actualmente, unele proiecte de
cercetare referitoare la lucrdrile de creare a hibrizilor inalt productivi cu rezistentd complexa la
diferiti agenti patogeni, sunt efectuate la companiile private Magroselect si Agroselect (Soroca),
Novosem si Euroceres (Chisindu). Existd numeroase cercetdri fundamentale axate pe
identificarea semnalelor chimice exudate de planta-gazda [16, 90], pe interactiunea floarea-
soarelui — lupoaia la diferite stadii ontogenetice [74] si la diferite regimuri de temperatura (28°C
si 15°C) de cultivare [12, 28].

Amelioratorii florii-soarelui au folosit o gama largd de varietati cultivate in scopul
selectdrii unor forme remarcate prin caractere agronomice valoroase, calitatea semintelor,
precum si rezistenta la daunatori si boli. Variabilitatea caracterelor morfologice si fiziologice
(indltimea plantelor, perioada de inflorire, particularitatile frunzelor si semintelor etc.) este
utilizata in calitate de indicator pentru lucrarile de ameliorare a florii-soarelui [3, 4, 39, 40].

In ultimele decenii, in Catalogul Soiurilor de Plante din Republica Moldova, au fost
inregistrati 26 hibrizi de floarea-soarelui. In prezent, catalogul include 137 de soiuri de floarea-
soarelui. Majoritatea dintre ele fac parte din grupul celor cu un continut ridicat de ulei si cinci -
din grupul special, cu aplicare in cofetirie. In jur de 30% din aceste soiuri sunt rezistente la

lupoaie [6]. Parazitul lupoaia (O. cumana Wallr.) afecteaza productia de seminte si ulei la
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floarea-soarelui in multe regiuni cultivate cu aceasta planta [160, 169]. Cunoastereca zonelor
afectate si virulenta raselor in fiecare zona are o importanta deosebitd pentru obtinerea de hibrizi

comerciali de floarea-soarelui rezistenti la lupoaie si zonarea corecta a acestora.

1.1. Caracteristica generali a parazitului Orobanche cumana Wallr.

Angiospermele parazite reprezintd forme unice de viata care paraziteazad plantele
superioare. Ele sunt capabile sa formeze conexiuni cu sistemul vascular sau tulpina plantelor
gazda, devenind dependente de acestea pentru sursa de nutrienti si apa, gradul de dependenta
variind in functie de specie [172]. Raportul plantelor parazite fata de totalitatea speciilor de
angiosperme nu se cunoaste cu exactitate, estimandu-se ca ar constitui circa 1% din numarul
acestora. Angiospermele parazite se clasifica in functie de locul de atasare la gazda (radacina sau
tulpina), precum si dupa absenta sau prezenta clorofilei (holo- sau semiparazite). Speciile
plantelor parazite se incadreaza in cel putin 17 familii, dintre care sapte includ paraziti cu
importanta agricola [56] mai intens studiati, dupa cum urmeaza:

—Familia Santalaceae: include paraziti ai radacinilor copacilor, inclusiv a unor arbori
enormi, precum specia Okoubaka aubrevillei, care creste in Africa si are o inaltime de cca 40 m.

—Familia Loranthaceae: contine, in special, paraziti ai tulpinii arborilor tropicali (ca ex.
specii de plante parazite apartinand genului Tapinanthus).

—Familia Convolvulaceae: contine paraziti ai tulpinii, cea mai pagubitoare specie care ataca
multe culturi agricole provocand daune esentiale, ficind parte din genul Cuscuta.

—Familia Lauraceae: contine paraziti ai tulpinii, de exemplu Cassytha.

—Familia Balanophoraceae: contine paraziti ai radacinilor. Aceasta familie a fost putin studiata,
dar céteva specii afecteaza arborii tropicali.

—Familia Scrophulariaceae: contine paraziti ai radacinilor. Reprezentantii multor genuri ale
acestei familii, precum Alectra, Buchnera, Rhamphicarpa, Odontites, Melampyrum, Rhinanthus si
Seymeria, constituie o problema majora pentru agricultura.

—Familia Orobanchaceae: include paraziti ai sistemului radicular. Toate speciile acestei familii
sunt holoparazite, in special genul Orobanche si Striga care constituie 0 mare problema in tarile
riverane Marii Mediterane, provocand pierderi economice semnificative celor mai importante culturi
agricole (floarea-soarelui, tutun, varza, tomate etc.).

Familia Orobanchaceae cuprinde 17 genuri, majoritatea speciilor apartinind genului
Orobanche. Acest gen este subdivizat in doua sectii: Trionychon Wallr. si Orobanche
(Osproleon Wallr.). Cea mai importanta sectie a genului si probabil a intregii familii este sectia
Orobanche, cu aproximativ 50 specii. Potrivit lui Cubero J., evenimentele evolutive in familia

Orobanchaceae pot fi rezumate astfel: numarul original de baza al cromozomilor a fost n= 6 (2n
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= 12), dupa care o duplicare a condus la 2n = 4n= 24. Ulterior, o duplicare secundara a produs
forme cu 2n = 48, astfel incat este vorba de o serie poliploidd cu n = 12 ca numir de bazi. In
cadrul sectiei Trionychon Wallr., speciile principale sunt Orobanche aegyptiaca Pers. si O.
ramosa L., fiecare cu 2n = 24. Sectia Orobanche Wallr. cuprinde speciile Orobanche cernua
Loefl. 2n = 24, 38, O. cumana Wallr. 2n = 38, O. crenata Forsk. 2n = 38, O. reticulata Wallr. 2n
=38, cunoscute ca fanerogame parazite pe floarea-soarelui si alte plante de cultura [67].

Datorita variabilitatii morfologice si genetice din cadrul speciilor parazite si a faptului ca
acestea sunt lipsite de clorofild, nu poseda structura foliara, iar sistemul radicular este prezentat
de radacini scurte anormale, caracteristici specifice unui holoparazit veritabil, taxonomia genului
Orobanche prezinta unele aspecte controversate. Astfel, un timp indelungat O. cumana Wallr. si
O. cernua Loefl. erau considerate drept o singura specie [154]. Orobanche cernua este cunoscuta
sub doud forme diferite: una paraziteaza floarea-soarelui, alta ataca legumele [144]. Unii autori
considera aceste forme ca variante ale speciei O. cernua sau sinonime, altii le separa in doua
specii distincte, O. cumana Wallr. si O. cernua Loefl [105], atdit pe baza caracterelor
morfologice, cat si a comportamentului. Joel D. M. si colab. [105] au demonstrat cd O. cumana
este o unitate taxonomica autonomad, apropiatd de O. cernua. Prin analize moleculare a fost
posibila separarea a doud specii precum O. aegyptiaca si O. ramosa, s-a facut distinctie intre alte
doua specii: O. crenata si O. cernua. Mai tarziu, s-a stabilit ca raporturile distantei genetice
intraspecifice au fost semnificative, prezentandu-se mai mici intre O. cumana si O. cernua, decat
cele dintre O. crenata si O. aegyptiaca. In plus, cea mai mare diversitate genetica dintre ultimele
doua specii a fost gasitd mai degraba printre indivizi decét intre colectiile fiecdrei specii din diferite arii
geografice. Diferiti primeri releva existenta unui polimorfism variat deosebindu-se prin diverse grade
de polimorfism ce variaza de la 5% benzi polimorfe la planta-parazit O. cumana ce are afinitate la
floarea-soarelui, comparativ cu 11% descoperite in O. cernua, parazit al tomatelor [107].

Parazitul florii-soarelui O. cumana Wallr. reprezinta o plantd anuald sau perena lipsita de
clorofila. Tulpinile sunt robuste, inalte pana la 40 cm si groase de 2,5 cm, neramificate,
glanduloase, striate, acoperite cu frunze transformate in scvame. Lastarii se dezvolta la suprafata
solului in jurul plantelor parazitate, solitar sau in manunchiuri. La baza, la locul de fixare pe
radacinile plantei gazda, prezintd o ingrosare ca un bulb din care pornesc haustorii, ce patrund in
tesuturile gazdei, ajungand pana la vasele liberiene. Inflorescenta este un spic sau racem alungit,
cilindric, de 27 cm lungime, laxiflor, cu flori erect-patente, cu céate o bractee egald cu floarea.
Caliciul este prevazut cu doud lacinii bidintate sau Intregi, de doud ori mai scurte decat corola,
galbui sau albastre. Corola, de 15-18 mm lungime, este ingustata la mijloc, la baza putin umflata,
spre varf recurbata, liliachie, scurt-glandulos-paroasa sau glabrescenta. Staminele sunt fixate
putin mai jos de mijlocul tubului corolei, cu filamente glabre si antere obovate, glabre sau pugin
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paroase la baza. Ovarul este ovoidal, stilul recurbat, glabru sau glandulos-paros, stigmatul lobat.
Fructul este o capsuld de 8-10 mm lungime si contine cate 1200-1500 seminte mici, de 0,35-0,45
mm, elipsoidale, subrotunde, cenusiu inchis, cu suprafata reticulata [5, 22].

Endospermul semintelor de lupoaie contine un centru celular special care induce initierea
germindrii si regleazad procesul de crestere a germenului. Acesta este format din celule ale
stratului aleuronic al endospermului si este situat in zona micropilului endospermului seminal
[83].

De obicei, germinarea semintelor plantei-parazit se realizeazd doar in prezenta plantei-
gazda, fiind declansatd de compusi secretati de radacinile acesteia in procesul de crestere. In cazul
lupoaiei ca stimulenti ai germindrii servesc produsi naturali exudati de rddacina gazdei, precum
strigolul, sorgolactonele, orobanchol, heliolactonele [56, 108, 128, 174]. Studiile asupra stimulentilor
naturali si a analogilor lor sintetici (GR24) au relevat ca strigolactonele sunt active in concentratii mici
(108-10"2M), inducerea germinirii semintelor plantelor de Striga si Orobanche realizandu-se printr-un
mecanism intermediat de un receptor, structura acestei proteine-receptor fiind slab cunoscuta [181].
Concentratiile de stimulatori, care sunt mai mari decat valoarea optima, inhiba germinarea semintelor
de Orobanche. Cunoasterea bazei genetice si biochimice a producerii stimulatorilor de germinare in
radacinile plantelor gazda poate permite dezvoltarea a noi varietdti rezistente de plante, dar si
elaborarea si implementarea masurilor practice de control si gestiune a parazitului. Acest lucru se poate
realiza pe doud cdi: prin inhibarea biosintezei stimulatorilor de germinare, evitand germinarea
semintelor plantelor parazite si printr-o expresie abundenta (over-expresion) a stimulatorilor in
plantele-gazda in vederea inhibarii germinatiei in apropierea radacinilor [104].

Odata cu germinarea, din semintele plantelor parazite se dezvoltd haustorii ce penetreaza
radacinile gazdei, aceasta conexiune pastrandu-se pe tot parcursul perioadei de vegetatie. Atasarea
germenului de lupoaie pe radacina florii-soarelui se face cu ajutorul unei substante lipicioase, care este
secretatd de celulele zonei apicale a tubului germinativ al semintelor parazitului [83]. Prin intermediul
haustoriului, parazitul preia substantele nutritive §i hormonii necesari de la planta-gazda asigurandu-si
cresterea si dezvoltarea. Treptat pe radacina plantei-gazda se formeaza noduli, care pe masura ce cresc,
determind aparifia la suprafata a unor proeminente specifice speciei date. Proeminentele se dezvoltd in
radacind, penetrand si alte zone si marind, astfel, suprafata contaminata. Peste cateva sdptdmani de
dezvoltare subterana se dezvolta lastarul vizibil la suprafata [74, 81].

Din momentul patrunderii filamentului rezultat din germinatia semintelor in tegumentul
radacinii plantei-gazda, pand la aparitia tulpinii florifere la suprafata solului decurg circa doua

luni, evident cu impact negativ asupra plantei de cultura (Figura 1.1).
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Fig. 1.1. Dezvoltarea O. cumana pe radacinile de H. annuus.
A — germinarea semintei;, B — atasarea; C,D, E — tuberculi cu raddcini adventive si lastari
subterani; F- lastari aerieni; C, G, H — tuberculi necrotizafi.

Unii cercetdtori considerd ca secretiile radacinilor de floarea-soarelui includ substante ce
contribuie la modificarea pH-ului solului, cunoscandu-se faptul ca reactia slab acida (pH sub
6,5), favorizeaza dezvoltarea parazitului O. cumana [126].

De asemenea, exista factori biologici si chimici care contribuie la inhibarea germindrii
semintelor de lupoaie. Astfel, s-a constatat ca extractele de radicela de schinduf (Trigonella
phoenum graecum), lupin (Lupinus termis), coriandru (Coriandrum sativum) si rapita salbatica
(Brassica rapa) reduc semnificativ efectul stimulator al produsului sintetic GR24. Cercetari
relevante Tn domeniu atestd efectul inhibitor al azotului asupra germinatiei semintelor de lupoaie,
atat in cAmp cat si in vitro. In general, sulfatul de amoniu si ureea au redus cel mai mult numarul
de seminte germinate de lupoaie, reducerea fiind asociata cu scurtarea radicelelor semintelor
germinate. Azotul sub forma de amoniu a exercitat o actiune inhibitoare mai pronuntata asupra
Orobanche sp. decat sub forma de nitrat [100, 119, 125, 133, 134].

Stresul osmotic a fost propus ca un component al inhibdrii germinatiei semintelor de
Orobanche sp. induse de azot [46]. Testele de germinatie la diferite potentiale osmotice au
demonstrat adaptarea tubului germinativ al semintelor de Orobanche ramosa la habitatele uscate
[86, 119]. Hezewijk M. si Verkleij J. au emis ipoteza cad inhibarea germinatiei semintelor de
Orobanche crenata de catre amoniu este legata de capacitatea redusa de detoxificare a
amoniului, datoritd activitdtii reduse a enzimelor glutamin sintetaza (GS) si glutamin oxoglutarat
aminotransferaza (GOGAT) [175, 179]. Efectul inhibitor al ureei poate fi indirect, provenind din
conversia acesteia in amoniac.

Studiile efectului temperaturii asupra germinatiei semintelor de lupoaie au indicat ca
fiecdrei specii de lupoaie ii corespunde o gama de temperaturi optime pentru germinatie care, in
general, reflectd distributia lor geografica. Astfel, temperatura optima pentru germinare a fost de

aproximativ 18°C pentru O. crenata si 23°C pentru O. ramosa. Temperatura optima dezvoltarii
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si cresterii radicelei este asemanatoare pentru toate speciile de lupoaie, fiind cuprinsa intre 23°C
si 25°C [135]. Procesul de germinatie la O. cumana Wallr. este favorizat si de un sir de alti
factori, precum: terenurile sarace in substante minerale, din zone aride, cu pH neutru sau slab
acid. Pe solurile fertile, plantele de floarea-soarelui sunt mai viguroase si mai rezistente la atacul
parazitului. Daca nu au conditii favorabile pentru germinare, semintele 1si pastreaza in sol
capacitatea germinativa timp de 12-13 ani. Germenii semintelor de lupoaie isi pastreaza vigoarea
timp de aproximativ 60 de zile, dacd exista conditii optime pentru dezvoltarea lor, In absenta
plantei gazda [16, 60].

Sursa principala de inoculare o reprezinta pamantul infestat cu seminte de lupoaie. Prin
cultivarea repetatd a florii-soarelui pe acelasi teren, prin efect de cumulare, creste cantitatea de
seminte de lupoaie. Pancenko A. [38] a stabilit ca odata cu marirea numarului de seminte din sol,
creste si intensitatea infestarii florii-soarelui. Astfel, la un numar de 75 seminte per vas de
vegetatie, s-au format 9,5 plante de lupoaie, in timp ce la 1200 seminte, au aparut in medie 133,5
plante de lupoaie pe o plantd de floarea-soarelui. Este evident ca pagubele produse de lupoaie
depind de etapa de infestare si de numarul de plante parazitate, cele mai mari pagube
producandu-se la infestarile timpurii si puternice.

O singura planta de lupoaie poate produce 50.000 de seminte, care sunt transportate de
vant la distante mari. Semintele pot fi raspandite, de asemenea, cu ajutorul insectelor, cu apa de
irigat, cu uneltele sau cu masinile agricole, sau pot fi introduse in sol odatd cu semintele de
floarea-soarelui. Lupoaia se poate transmite de la an la an pe noi suprafete de cultura prin
intermediul achenelor de floarea-soarelui [22].

Desi cercetarile intreprinse asupra acestei plante-parazit sunt numeroase §i au permis
incadrarea sistematica a parazitului, constientizarea mai profunda a interrelatiei gazda-parazit,
identificarea surselor de rezistentd a speciilor, precum si elaborarea masurilor de control si
combatere, pierderile economice cauzate de lupoaie §i extinderea continua a acesteia pe noi
arealuri de cultivare a florii-soarelui argumenteaza actualitatea si necesitatea realizarii de noi

studii in domeniu.
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1.2. Raspandirea si impactul economic al lupoaiei

Lupoaia — O. cumana Wallr. a fost descrisa pentru prima data la sfarsitul secolului XIX de
catre savantul rus Satiperov F. [44], care a relatat ca in anul 1890, in Gubernia Voronej a fost
selectata o forma de floarea-soarelui cu strat carbonogen, ce 1i confera rezistenta la atacul moliei
si care, conform observatiilor lui, era rezistenta si la lupoaie.

In Romania, O. cumana Wallr. a fost semnalatd prima dati la culturile de floarea-soarelui
in anii 1940-1941. Frecventa si intensitatea cea mai mare a atacului cu lupoaie se intalneste in
partea centrala si de sud a Moldovei, in Dobrogea si estul Campiei Baraganului [25]. lliescu H. a
caracterizat influenta parazitului O. cumana ca foarte importantd in perioada 1981-1983, in etapa
ulterioara semnaland aparitia speciei Orobanche ramosa, cu factor de impact scazut pentru
Romania [96]. Pe teritoriul Republicii Moldova, primele mentiuni referitor la parazitarea florii-
soarelui de gradina de cétre lupoaie au fost facute in 1861, iar peste doi ani (1863), aceasta s-a
atestat si pe ariile de cultura [45].

In prezent, O. cumana continui si se extindi, ocupand suprafete tot mai mari,
descoperindu-se noi rase fiziologice ale acestui parazit. In Turcia, O. cumana prezinti o
incidentd majord, pe cand in Bulgaria, Serbia si Ungaria nu s-a evidentiat o influenta excesiva
[47, 63, 68]. Lupoaia s-a raspandit din regiunile sudice ale Rusiei si Ucrainei, adiacente Marii
Negre, odata cu extinderea culturii florii-soarelui si in celelalte tari riverane: Romania, Bulgaria,
Turcia. O dezvoltare surprinzdtoare a cunoscut lupoaia in Spania si Franta, unde, conform
datelor bibliografice se mentioneaza specia Orobanche reticulata Wallr., care datorita dezvoltarii
sale tardive are o virulentd mai scazutd [103]. Deosebirea de O. cumana se manifesta de
asemenea prin diferentierea cromatica a corolei si stigmatului — violet si albastru la O. reticulata
si de culoare deschisa, albie la specia O. cumana. In afara de continentul european, O. cumana a
fost semnalata ca parazit important i in China, In provincia Jilin, unde procentul de parazitare
este de circa 20%, uneori cu un numar de peste 100 lastari de lupoaie pe o plantd de floarea-
soarelui [173]. Parker C. si Riches C. au identificat specia Orobanche crenata Forsk. la plante
leguminoase, morcov, salata, sofranel, dar si la floarea-soarelui din regiunea mediteraneana si
Orientul Mijlociu, in special in sezonul rece [144].

Amplitudinea pagubelor produse de parazitarea cu lupoaie variaza foarte mult, de la
scaderi nesemnificative de productie pana la pierderi de 90%, in functie de intensitatea atacului,
adica de numarul plantelor de lupoaie care se dezvolta pe o planta de floarea-soarelui (Figura
1.2).

Plantele de floarea-soarelui parazitate de lupoaie stagneaza in dezvoltare, raiman scunde, cu
tulpini subtiri si formeaza capitule mici, majoritatea semintelor fiind seci. Dacd atacul se

manifestd timpuriu, plantele nu formeaza calatidii sau daca formeaza, acestea sunt mici,
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degenerate. Cand atacul se produce intr-un stadiu de dezvoltare mai avansat, simptomele sunt
slab vizibile, plantele de lupoaie penetreaza suprafata solului, de obicei dupa inflorirea plantei-
gazda. In cazul unui impact parazitar puternic, o singura planti de floarea-soarelui poate fi gazda
a 30-40 plante de lupoaie sau mai mult. In conditii de seceti, plantele parazitate se ofilesc din

cauza intensificarii transpiratiei indusa de lupoaie si o diminuare a reactiilor de oxido-reducere

[22].
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Fig. 1.2. Reducerea productiei de floarea-soarelui inregistrata
la diferite grade de atac al O. cumana [69].

Pana in prezent, lupoaia ramane a fi un factor cu impact negativ asupra florii-soarelui in
toate regiunile Republicii Moldova. Cercetarile efectuate pe parcursul a mai multi ani (statia
VNIIMK din Moldova, Institutul de Cercetari pentru Culturile de Camp "Selectia", Universitatea
de Stat din Moldova si Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei) au relevat faptul ca rasele
de lupoaie nu sunt doar larg raspandite in teritoriu, dar si foarte agresive, fiind specifice
indeosebi pentru partea de sud si centru a republicii [9, 71, 73]. Estimarea costului economic al
pierderilor productiei de floarea-soarelui este absolut necesara pentru viitoarele strategii adecvate
de prevenire a atacului. Mai mult, evitarea raspandirii patogenilor necesitd o monitorizare
regulata atat de catre autoritdtile de reglementare, cat si de fermierii particulari sau Intreprinderi
agricole.

Monitorizarea infectiei cu lupoaie initiata in prima jumatate a anilor 60’ a pus in evidentd

faptul ca in perioada anilor 1963-1964 culturile de floarea-soarelui in raioanele Causeni si
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Dubasari au fost afectate in proportie de aproximativ 70-100%, iar in 1972, jumatate din
terenurile cultivate cu floarea-soarelui din Slobozia au fost afectate de lupoaie, atingand o rata de
infectie de pana la 100%. S-a mentionat ca prejudiciul cauzat de acest agent patogen este adesea
devastator, cu pierderi raportate de 50-90%, ceea ce duce la reducerea semnificativa a cantitatii
si calitatii de ulei din seminte. Totodata, cercetarile experimentale de camp au demonstrat ca
rotatia culturilor are un rol major atat in asigurarea productivitdtii plantelor, cat si In diminuarea
aparitiei si raspandirii noilor rase de lupoaie [45].

Mai multe studii au avut ca scop elucidarea modificarilor fenotipice si biochimice ale unor
caracteristici ale florii-soarelui importante din punct de vedere agronomic [13, 14, 76, 80].
Recent, pentru detectarea infectiei cu lupoaie, la fazele initiale de dezvoltare a parazitului au fost
propuse metode bazate pe fiziologia plantelor, care imbind analiza hiperspectrald si regresia
partiald minima patrata [64].

Studii privind predictia efectului economic au fost realizate de catre echipa acad. Duca
Maria in perioada 2006-2007, in cadrul grantului CRDF, SUA. in acest sens, au fost efectuate
unele estimari ale riscului pierderilor si al impactului economic cauzat de parazitul mentionat,
obtinandu-se rezultate stiintifice ce pot fi utilizate direct de catre producatorii agricoli [17].
Daunele produse de parazit depind de nivelul de infestare a terenului agricol, stadiul ontogenetic
si durata de infectie. Cercetarile efectuate in camp experimental au demonstrat scaderea
semnificativa a productiei si calitatii semintelor. Cea mai mare influenta a atacului cu lupoaie a
fost constatata asupra masei totale a semintelor per calatidiu (valoare medie 37,7%), diametrul
calatidiului (-20.4%) si continutul de lipide in semintele de floarea-soarelui [71, 72, 77].

Infestarea naturala cu lupoaie a demonstrat consecinte directe asupra parametrilor de
productie si a provocat o diminuare a greutatii totale de achene per calatidiu, cele mai afectate
fiind greutatea a 1000 de seminte (20,1%) si masa a 1000 de seminte decojite (20,7%). S-a
constatat ca fitoparazitul O. cumana a manifestd o actiune negativd semnificativd asupra
continutului de lipide si proteine, fapt ce indica ca atacul cu lupoaie afecteaza calitatea nutritiva a
semintelor de floarea-soarelui. De asemenea, s-a inregistrat, o corelatia negativa intre numarul
plantelor de lupoaie per planta de floarea-soarelui si diminuarea continutului de lipide / proteine
din seminte [71, 72, 77, 91].

Actualmente, pierderile cauzate de atacul cu lupoaie pe terenurile fermierilor sunt foarte
putin documentate si este destul de dificil sa obtinem date precise la nivel national. Cele
mentionate denotd importanta studiilor de estimare a daunelor cantitative si calitative provocate
de parazit si acumulare de noi date, cruciale 1n elaborarea unor strategii eficiente de monitorizare

st control a infectiei cu lupoaie.
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1.3. Rezistenta florii-soarelui la Orobanche cumana Wallr.

Selectia formelor de floarea-soarelui rezistente la lupoaie a fost o preocupare de bazd inca
la inceputul secolului XX, cand cultura era amenintatd de acest parazit, si continud a fi
primordialda pana in prezent, datoritd co-evolutiei in tandem a sistemului gazda-parazit. Astfel,
crearea noilor forme ale plantei gazde ce poseda gene de rezistentd la anumite rase de lupoaie
determind evolutia parazitului in vederea depasirii barierelor de rezistentd si aparifia unor noi
rase mai virulente, procesul de dezvoltare/evolutie a gazdei si parazitului fiind intr-0 conexiune
stransd. Din aceste considerente, genetica rezistentei la lupoaie a fost studiatd in paralel cu
aparitia noilor rase si surselor de rezistenta la ea.

Morozov mentioneaza ca, primele soiuri de floarea-soarelui rezistente la rasa A de lupoaie
au fost realizate de Plachek E. (1918) la statiunea Saratov. Morozov V. [37] si Pustovoit G. [43]
noteazd cd Zdanov a identificat o noud rasa de lupoaie (B) in regiunea Rostov creand de
asemenea un numar de varietdti de floarea-soarelui rezistente la aceasta. Savantii au stabilit
faptul ca rezistenta florii-soarelui la parazit este controlata de genele dominante Or [41].

In perioada care a urmat, potrivit lui Pustovoit care si-a desfasurat activitatea la institutul
VNIIMK Krasnodar, au aparut un numar de varietiti de floarea-soarelui, ce posedau un continut
ridicat de ulei si rezistentd la O. cumana, tipul B, varietati ce au jucat apoi un rol important in
raspandirea florii-soarelui in lume [66]. Mai tarziu, o noud rasad care nu putea fi controlatd prin
genele de rezistenta la rasele A si B, numita rasa moldoveneasca, sau rasa C, a fost descoperita
in Moldova de catre Sharova P. si in Bulgaria de Petrov D. [148, 158].

Vranceanu si colab., au efectuat cercetari in privinta studiului lupoaiei in anii 1976 — 1980,
in Romania. Ei au stabilit cinci rase active ale acestui parazit si le-au etichetat: A, B, C, D si E.
Prin cercetari genetice, Vranceanu A. si colab. au identificat genele ce controleaza rezistenta la
rasele mentionate si au elaborat un set de linii diferentiatoare care aveau rezistentd cumulativa la
cinci rase succesive marcate de gene dominante Orl, Or2, Or3, Or4 si, respectiv, Or5. [178].
Ulterior, rezistenta la rasa F a fost determinata la linia LC-1093 (Or6) de Maria Pacureanu-Joita
si colab. in 1998, incheindu-se acest ciclu de cercetare genetica [178].

Aparitia unor noi rase de lupoaie in Spania a condus la un nou ciclu de analize genetice pe
scara largd. Dominquez si colab. au observat ca existd o frecventa scazutd a genelor de rezistenta
a florii-soarelui cultivate la rasa E, aceasta fiind controlatd de doua gene dominante [69]. Pe cand
savantul Sukno S. si colab. au concluzionat ca rezistenta la rasa E este controlata doar de o
singurda gend dominantd [167]. Astfel, au fost testate linii de floarea-soarelui rezistente la
populatiile de lupoaie din regiuni diferite, descoperindu-se cd numai doud au fost in totalitate
rezistente la atacul acestui parazit. Conform presupunerilor savangilor, rezistenta se datoreaza
alelelor dominante asociate locusului Or sau de efectul cumulat al unui grup de gene nealelice.
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S-a demonstrat ca cele doua linii sunt rezistente la populatiile noi de lupoaie care sunt capabile
sd depaseasca gena de rezistenta OrbS.

Alonso L. si colab. au descoperit o rasd noua, mai virulenta (F) in 1996 in Spania [51].
Lucrarile lui Alonso L. si colab. [51], Pacureanu-Joita M. [138, 139, 142], Skori¢ D. si Jocié S.
[163], Fernandez-Martinez J. si colab. [85] si Skoric D. si colab. [164] ofera un material
interesant ce oglindeste rezistenta florii-soarelui la lupoaie.

Astfel, Alonso L. a mentionat ca rezistenta la lupoaie este un caracter mai complex,
determinata inclusiv de gene, diferite de cele dominante [51]. In unele cazuri, care implica
germoplasma florii-soarelui cultivata, rezistenta la rasa F este controlatd de gene recesive.
Rezistenta la lupoaie descoperitd la liniile P-96 si KI -534 este controlatd de alele recesive in
doua pozitii. Implicarea genelor recesive in asigurarea rezistentei la lupoaie a fost identificata si
in cazul rasei E, la linia KI-634 [48, 152].

Akhtouch si colab, au incrucisat linii rezistente la rasa F cu linii susceptibile descoperind
rapoartele de segregare de 1:15 si 1:3 la generatiile F», F3 si BC1, care in majoritatea cazurilor
indica epistazia dublu dominanta [48]. Cazurile de segregari 3:13 si 1:1 au fost, de asemenea,
inregistrate in F2 si BC1S1, ceea ce reprezintd un indicator al epistaziei recesiv dominante. Perez-
Vich B. si colab. au testat un sir de hibrizi interspecifici (floarea-soarelui cultivata x H.
divaricatus si H. grosserratus) in combinatie cu un genotip susceptibil si s-a descoperit ca liniile
rezultate din generatiile segregante (F2 si BCiF1) au avut o singurd gend dominantd pentru
rezistenta la rasa F [145].

Velasco L. si colab., au incrucisat o linie rezistenta la rasa F (JI) cu trei linii susceptibile si
au obtinut tipuri de segregare: 3:1, 13:3 si 15 :1 (R+MR+S) in generatiile F», F3, si BC», indicand
dominanta incompleta a alelelor Or6 si prezenta a doua gene Or7 a caror exprimare a fost
influentata de factorii de mediu [176].

Recent, s-au intreprins incercari de a introduce gena rezistentei la rasa G din specia
salbatica Helianthus debilis la specia cultivata de floarea-soarelui [177], fiind raportata ca o
singurd gena dominantd (Or deb2). Tinand cont de co-evolutia patogenului concomitent cu
planta gazda, Alonso L. (2014) recomanda de a cultiva hibrizi cu o rezistentd superioara doar in
cazul cand formele cu o rezistentd mai redusa sunt ineficiente, pentru a nu favoriza dezvoltarea
patotipurilor mai virulente [50].

Schimbdrile privind compozitia raselor de lupoaie din Roménia au fost analizate de
Péacureanu-Joita M. si colab. [141], rezultatele prezentate atesta ca intr-o perioadd de aproximativ
10 ani, in Romania a aparut o noud rasa de lupoaie [140]. Folosind linii diferentiatoare pentru
rasele E si F, savantii au determinat cd existd anumite diferente intre rasele de lupoaie
descoperite in Turcia si populatiile care apar in zona Constanta din Romania. A fost demonstrat
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ca populatia de lupoaie din Serbia si zona Calarasi, Romania, difera complet de rasele de lupoaie
prezente in Spania si unele zone din Romania si Turcia [140].

Pacureanu-Joita M. si colab. au testat cea mai recentd si agresiva rasd de lupoaie din
Romania Incrucisand o linie rezistenta AO-548 si linia sensibila AD-66, iar in generatiile F2 si
BC2F, s-au observat urmatoarele tipuri de segregare: 15:1 si 3:1, fapt ce demonstreaza ca
rezistenta formei AO-548 este controlatd de doud gene dominante independente una fata de
cealalta [141].

In Trakya, o regiune din Turcia, structura raselor de lupoaie se schimba frecvent. Potrivit
savantului Bulbul A. si colab., rasa E a fost caracterizata ca rasa dominantd incepand cu anul
1983 pand in 1990, dupa care a aparut rasa F [62]. Recent, dupd cum au raportat Kaya Y. si
colab., cel putin o rasd noud de lupoaie, care nu poate fi controlatd prin Or6, a aparut in tara.
Genele de rezistenta la cea mai noua si virulenta rasa de lupoaie au fost identificate in cateva linii
si hibrizi [110].

In Bulgaria rasele A si B au fost in categoria raselor dominante pana in 1968. Apoi, Petrov
D. a raportat aparitia unei noi rase a parazitului, care nu putea fi controlatd de genele de
rezistenta Orl si Or2 [148].

Shindrova P. efectuand o evaluare a raselor de lupoaie depistate in Bulgaria a conchis ca in
tara sunt prezente rasele D, E si F. Cea mai des intdlnita este rasa E, concomitent ob{inand tot
mai mult teritoriu rasa F, pe cand rasa D este pe cale de disparitie [159]. Ulterior, Shindrova P. si
Penchev E. au demonstrat prezenta in Bulgaria a unor rase mult mai virulente decat rasa F [161].
Potrivit lui Skori¢ D. si colab. rasele E si F sunt dominante in populatiile de lupoaie din Serbia
[163, 164].

Studiile efectuate de Antonova T. demonstreaza schimbarea dinamicii raselor de O.
cumana in Rusia [33, 52, 53]. Este cunoscut faptul ca rasele de lupoaie sunt in dinamica
permanenta inclusiv si in Republica Moldova. Pacureanu-Joita M. sustine ca anumite zone in
Republica Moldova, prezinta rase de lupoaie mai virulente decat rasa F [140].

Se constata cd, cercetdri ample asupra rezistentei la lupoaie s-au realizat, in special, in
URSS, apoi in Romania, Bulgaria, Turcia i Spania, tari in care parazitul evolueaza rapid,
dezvoltand noi rase cu virulentd sporita si produce pagube esentiale productiei de floarea-
soarelui.

Cultivatorii de floarea-soarelui si geneticienii incearca sa obtind genotipuri rezistente la
toate rasele acestui parazit. Genele pentru rezistenta (Or) la rasele A, B, C si D de lupoaie sunt
prezente la populatiile de floarea-soarelui realizate prin programele de ameliorare din centrele de
cercetare din Krasnodar, Armavir, Odessa, Fundulea s.a. Genele care confera rezistenta la rasele
E, F, G si la cele mai recente forme au fost identificate la anumite specii salbatice ale genului
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Helianthus si au fost incorporate in genotipurile de floarea-soarelui cultivate prin hibridare
intraspecifica.

Helianthus tuberosus — o specie salbatica de floarea-soarelui, a fost prima planta utilizata
drept sursa de rezistenta la lupoaiec de Zdanov L. in anii 1930 [37]. Ulterior, savantul Galina
Pustovoit si echipa sa, la realizarea soiurilor de floarea-soarelui prin hibridare intraspecifica, au
adus o mare contributie in acest domeniu, folosind in calitate de donator al genelor Or
Helianthus tuberosus. Aceste varietati au fost folosite la identificarea genelor Or 5 si Or 6 care
si-au primit confirmare datorita studiului efectuat de Venkov V. si Shindrova P. prin testarea a
sase soiuri de floarea-soarelui rezistente la rasele de lupoaie existente in diferite zone ale
Bulgariei [162]. Rezultatele studiului au prezentat varietatile rusesti, Progress si Oktobar,
varietatea bulgara, Vega si hibridul romanesc, Sorem 80 ca soiuri rezistente la cele mai recente
rase de O. cumana (D si E) descoperite in Bulgaria la acel moment.

Ruso si colab. au testat speciile salbatice de floarea-soarelui pentru determinarea rezistentei
la trei rase virulente de Orobanche concluzionand ca toate genotipurile perene au prezentat
rezistentd stabild la toate genotipurile parazitului. In plus, una din speciile anuale salbatice si
liniile obtinute prin hibridare interspecifica, de asemenea, au manifestat rezistenta fatd de atacul
cu lupoaie [155].

Sukno S. si colab. au incrucisat specii salbatice de floarea-soarelui (H. resinosus, H.
pauciflorus, H. laevigatus, H. nuttalli, H. giganteus, etc.) cu genotipuri de floarea-soarelui
cultivatd si au obtinut plante din generatiile F1 si BCy1, F2, precum si cateva din BC,. Toate
speciile salbatice, cu exceptia speciei H. nuttalli, si hibrizii interspecifici s-au dovedit a fi
rezistente la infestarea cu lupoaie, indicand ca rezistenta este determinatd de gene dominante.

Un grup de cercetator, a descris procedura si rezultatele transferului de gene, pentru
rezistenta la lupoaie din speciile perene de floarea-soarelui salbatica, la genotipurile de floarea-
soarelui cultivate. In studiu au fost implicate trei populatii spaniole de O. cumana Wallr.,
rezultatele evaluarii indicand ca doua din acestea puteau fi controlate de gene Or5, in timp ce a
treia era o populatie mai virulenta, rasa F [168].

Privind rezistenta la rasa virulentd F de lupoaie au fost testate 54 de populatii de floarea-
soarelui, forma salbatica, si 55 de soiuri de floarea-soarelui cultivate. Majoritatea speciilor
salbatice perene s-au dovedit a fi pe deplin rezistente la rasa F, exceptie constituind doar unele
populatii din patru specii care au prezentat susceptibilitate. Printre speciile anuale salbatice, H.
anomalus si H. agrestis au fost complet rezistente, in timp ce H.debilis ssp cucumerifolius si H.
exilis au manifestat rezistenta diferitd la Orobanche. Pentru a incorpora genele de rezistenta la
rasa F din cateva specii salbatice in floarea-soarelui cultivata, Jan C. si Fernandez — Martinez J.
au folosit hibridarea interspecifica. Transferul genelor de interes a fost facilitat prin utilizarea
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culturii de embrioni si dublarea cromozomiald cu colchicind. Genotipurile nou dezvoltate
posedau rezistenta la rasa F care a fost controlatd de o singurd gena dominanta [101].

Modul in care rasele de lupoaie au evoluat, in timp, de la rasa A la F in Spania este relevat
in lucrarile lui Melero—Vara J. si colab., care au descoperit ca genotipurile de floarea-soarelui
cultivate au o frecventd scazutd a genelor care controleaza rasele E si F, in timp ce din cele 18
specii anuale care au fost studiate numai H. agrostis si H. anomalus au prezentat rezistenta
totald. Printre speciile perene sdlbatice implicate in studiu, 74% din specii erau in totalitate
rezistente la rasele E si F In timp ce 11% au segregat referitor la rezistenta la rasa F. Analiza
genetica a aratat ca rezistenta la rasele A pana la E este pe larg controlata printr-o singura gena
dominanti. In unele cazuri a fost relevati rezistenta determinati de doud gene dominante,
constatandu-se interactiunea epistatica [131].

Jan C. si colab. au incrucisat speciile salbatice de floarea-soarelui H. maximilianii, H.
grosserratus si H. divaricatus cu formele cultivate si au realizat patru populatii (BR1- BR4)
rezistente la rasa F in Spania [102]. Potrivit lui Fernandez—Martinez J. si colab., cercetarile cu
privire la rezistenta germoplasmei de floarea-soarelui la diferite rase de lupoaie au aratat ca
speciile salbatice de Helianthus sunt sursa principala de rezistenta la rasele noi virulente ale
acestui parazit [84].

Rezultate importante in identificarea genelor de rezistenta la lupoaie, in speciile sdlbatice
ale genului Helianthus si incorporarea lor in genotipurile de floarea-soarelui cultivata au fost
obtinute de Christov M. si colab. S-au efectuat experimente ce au avut drept scop detectarea
genelor Or la 11 specii de floarea-soarelui perend, salbatica si introducerea acestor gene, prin
hibridare interspecifica, in liniile de elitd. Pentru obtinerea surselor de rezistentd la lupoaie este
folosita inclusiv tehnica mutagenezei induse [65, 147].

Nu pot fi neglijate complet ca sursa de gene pentru rezistenta la lupoaie si genotipurile de
floarea-soarelui cultivata, in special, cele obtinute prin hibridarea interspecifica. O clarificare si
un aport deosebit in procesul de ameliorare a rezistentei florii-soarelui la lupoaie este adus de

marcherii moleculari folosifi tot mai des in ultimii ani.
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1.4. Metode folosite pentru evaluarea rezistentei la atacul parazitului O. cumana

Pentru a atinge obiectivele de ameliorare privind rezistenta la lupoaie, amelioratorii trebuie
sd adopte o strategie de ameliorare, sa decida asupra metodei de ameliorare folosite, sa asigure
existenta surselor de germoplasma necesara, precum si liniile diferentiatoare pentru identificarea
raselor de lupoaie, sa selecteze o metoda de inoculare adecvata si markerul molecular (MAS).

Intru a asigura succesul programului, calea cea mai eficientd consta in selectarea unei linii
de elitad si incrucisarea acesteia cu o sursa de gene Or, care apoi sa fie Incorporate In materialul
de ameliorare folosind anumite tehnici pentru a crea variabilitate genetica noud. La inceputul
programului sunt necesare cunostinte detaliate privind sursa de germoplasma, determinata de
hibrizi, linii, soiuri omologate in zona, regiunea plasdrii experimentelor. Pentru a cunoaste la
care dintre rasele patogenului este rezistent materialul ameliorativ supus trierii, in experiente se
includ inclusiv linii diferentiatoare cu rezistenta stabilitd §i cunoscutd pentru o anumita rasa a
parazitului. Un set de linii diferentiatoare pentru rasele A, B, C, D si E de lupoaie a fost propus
de catre savantul Vranceanu A. si colab. [178] in timp ce Pacureanu—Joita M. si colab. [142] au
identificat o astfel de linie pentru rasa F. Cu toate acestea, nu exista linii diferentiatoare pentru
rasele noi, virulente ale acestui agent patogen care au aparut in ultimii ani.

Una dintre metodele de testare a materialului ameliorativ folositd de cercetdtorii in
domeniul studiului florii-soarelui se rezuma la cultivarea genotipurilor analizate in camp, pe
parcele puternic infestate cu lupoaie. Desi este destul de eficientd, aceastd modalitate nu este
suficient de exacta, datorita influentei factorilor de mediu si a cantitatii necunoscute de seminte
ale patogenului in sol. In efortul de a depisi aceasti situatie, amelioratorii au recurs la colectarea
semintelor de lupoaie si introducerea directionatd in materialul semincier de floarea-soarelui
preconizat pentru semanat in camp. Pentru evitarea unor erori experimentale determinate de
influenta factorilor de mediu din camp si obtinerea rezultatelor de o acuratete mult mai mare
experientele se pot realiza prin introducerea semintelor de lupoaie in containere umplute cu
mediu preparat (sol+cateva alte substante nutritive) si plasarea acestora intr-un mediu controlat
al camerei de crestere, sau in sera.

Totodata, capata amploare implicarea marcherilor moleculari in lucrarile de selectie a
genotipurilor rezistente. Astfel, Panchenko A. a realizat analiza rezistentei la lupoaie in conditii
de sera: toamna si iarna prin metoda screening-ului molecular [38]. Mai tarziu aceasta metoda a
fost folosita de Grezes-Besset (Rustica Prograin Genetique) care a efectuat testari folosind
eprubete de plastic pentru testare, ca parte a procedurii. Avantajul acestei tehnici constd in
conferirea unui nivel ridicat de fiabilitate, ceea ce face posibila testarea unui numar mare de
genotipuri intr-o perioada scurtd de timp. Labrousse P. si colab., au elaborat o metoda noua,
bazata pe cultura hidroponica care da rezultate de exceptie [113]. Totusi, metoda cea mai sigurd
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si cel mai usor de aplicat pentru screening-ul materialului de ameliorare rezistent la lupoaie este
folosirea marcherilor moleculari, marcherii QTL, RFLP, RAPD, TRAP si SSR fiind folositi cu
succes 1n acest scop.

Studiul molecular in scopul diferentierii si caracterizarii raselor de lupoaie, se dezvolta tot
mai rapid in ultimele decenii. Astfel, pentru caracterizarea raselor de lupoaie a fost utilizata
metoda RFLP [130]. Cercetarile savantului Lu Y. si colab. au constatat existenta unui grup
inlanfuit care contine gena Or5, ce confera rezistenta la O. cumana Wallr. rasa E, confirmand ca
acest grup ar putea fi integrat in grupul de inlantuire 17, al cartdrii GIE Cartisol RFLP [121].
Conform lui Tang S. si colab. gena Or5 a fost cartatd la sfarsitul grupului LG3 distal, prin
marcheri de izolare [171].

Perez-Vich B. si colab., au analizat la nivel molecular rezistenta liniei P-96 la rasele E si F
ale parazitului. In baza unei reprezentiri conexe, care cuprinde 103 marcheri de izolare distribuiti
pe 17 grupe de legdtura, s-a determinat ca numai cinci QTLs (orl.1, or 3.1,0r 13.1, si /or 13.2) au
fost responsabili de rezistenta la rasa E, in timp ce doar sase QTLs (orl.1, or 4.1,0r 5.1, or 13.1,
orl3.2 si /or 16.1) controleaza rezistenta la rasa F, fiind identificati in sapte dintre cele 17 grupe
de lincaj. Astfel, rezultatele obtinute sugereaza faptul ca rezistenta florii-soarelui la lupoaie este
controlatd combinat prin rezistenta calitativa specifica a rasei §i cea cantitativa, prezentata de
rezistenta nespecifica rasei, care afecteaza numeric tulpinile de lupoaie per planta [146].

Iuoras M. si colab. au folosit tehnica RAPD si SSR pentru detectarea rezistentei la lupoaie
si au constatat ca marcherii RAPD: USG 73, UBC 318, UBC 264, UBC 685 si OP- A17 si
marcherii SSR: ORS 1:14 si ORS 1063 pot fi utilizati cu succes in acest scop [99]. A fost
stabilitd o asociere puternica intre marcherii SSR a grupului de linkage LG3 cu genele de
rezistenta Or6, Or4 si Or2 [97].

Marquez-Lema A. si colab. au folosit marcherii TRAP si SSR pentru gena Or5 [127]. Un
studiu facut de Joel D. si colab., confirma importanta marcherilor moleculari pentru studiul
rezistentei florii-soarelui la lupoaie. Ei au descoperit ca ADN—ul extras din semintele de lupoaie
din sol este identic cu ADN-ul din materialul vegetativ al plantei, ceea ce faciliteaza realizarea
analizei genetice rapide, fard contributia proceselor de germinare, dezvoltare si crestere a
plantelor-parazit [106, 107].

Este foarte important sa fie cunoscute toate mecanismele rezistentei la lupoaie (fiziologic,
biochimic, mecanic etc.) pentru a putea sa intelegem toate aspectele acestui fenomen si a facilita
selectia formelor rezistente. Mecanismele de rezistenta au fost studiate timp indelungat. Astfel,
Morozov V., citeaza rezultatele lui Richter care indicd faptul, cd floarea-soarelui sensibila la
lupoaie are sistemul radicular cu pH scazut. Acelasi autor a descoperit ca lupoaia din regiunea
Saratov, Rusia (rasa A) avea doud praguri fiziologice: unul in solurile acide pana la care
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semintele de lupoaie germineaza usor si unul in solurile alcaline dincolo de care varietatile
sensibile devin rezistente si nu are loc nici o infestare cu lupoaie [37].

Morozov V. a vorbit inclusiv despre rezultatele lui Suhorukov cu privire la legatura dintre
valorile activitafii peroxidazei si susceptibilitatea florii-soarelui la lupoaie [39]. Mult mai tarziu,
Antonova T. a aratat ca actiunea peroxidazei secretatd de parazit a fost implicata in procesul de
lignificare a celulelor gazda [54]. Antonova T. si Ter Borg S. au raportat ca diferentele productiei
de peroxidaza pot fi folosite pentru interpretarea virulentei diferite a raselor A si B, precum si
explicatia pentru interactiunea gena pentru gena intre floarea-soarelui si lupoaie [55].

Un sir de cercetdtori au evidentiat importanta stimulentilor de germinare a plantelor de
Orobanche, cei mai cunoscuti stimulenti fiind strigolul, electrolul, orobancholul, compusii
analogi si stimulentul sintetic GR24 [70, 116, 118].

Matusova R. si colab. au argumentat impactul stimulentilor de germinare, sustindnd ca
semintele plantelor parazite sunt foarte sensibile pentru o perioada relativ scurta la stimulentul
GR24 [129]. Honiges A. si colab. noteaza existenta genotipurilor de floarea-soarelui care pot fi
caracterizate ca corespondente la stimulenti sau inhibitori de germinare pentru lupoaie [95, 179].
Pustovoit G., Honiges A. si colab. atribuie barierelor mecanice un rol esential in cadrul
proceselor de rezistenta la lupoaie [43, 95]. Labrousse P. si colab. formuleaza diferite criterii ce
precizeaza rezistenta la lupoaie si diversitatea mecanismelor de rezistenta [112-114]. Astfel, s-a
constatat prezenta a trei tipuri de rezistenta la lupoaie:

- rezistenta care actioneaza la stadiile incipiente de dezvoltare a lupoaiei (H. debilis
ssp.debilis), atunci cand semintele parazitului sunt prezente pe radacina florii-soarelui in stare
incapsulata, si blocheaza penetrarea tesuturilor gazdei;

- rezistentd depistatd la linia LR1, care implica doua tipuri de actiune: I — reducerea
procesului de germinare a lupoaiei (de cca trei ori comparativ cu linia susceptibila 2603) si II —
necroza spontana a tuberculelor la faze incipiente de dezvoltare a parazitului;

- rezistenta identificata la etape tardive de dezvoltare a lupoaiei in linia 92 B6, determinata
de necroza ce se produce anterior perioadei de inflorire a lupoaiei.

Controlul genetic al rezistentei la lupoaie, poate fi combinat cu introducerea in genotipurile
de floarea-soarelui cultivata a genelor pentru rezistenta la ierbicide care au in componenta sa

imidazolinona, fiind eficiente in combaterea acestei plante parazite.
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1.5. Concluzii la capitolul 1

O. cumana Wallr. prezintd un parazit extrem de periculos pentru floarea-soarelui ce
afecteaza esential productia de seminte si ulei. Cunoasterea zonelor infectate de parazit, a
virulentei acestuia si arealului de raspandire a raselor existente, are importanta deosebita pentru
obtinerea de hibrizi comerciali de floarea-soarelui rezistenti si elaborarea recomandarilor privind
zonarea lor.

Testarea germoplasmei disponibile de floarea-soarelui privind rezistenta la lupoaie prezinta
interes semnificativ in vederea identificarii surselor de rezistenta, precum si pentru cunoasterea
comportamentului diferitilor hibrizi comerciali sau de perspectiva la atacul parazitului.

Studiul diferitor elemente de productivitate a culturii de floarea-soarelui in conditii de
infestare, comparativ cu valorile indicilor de productivitate inregistrate in zone neinfestate, poate
oferi informatii valoroase despre impactul lupoaiei asupra productiei de seminte si, respectiv,
ulei, pentru hibrizi individuali de floarea-soarelui.

In contextul celor expuse, problema de cercetare rezidi in evaluarea virulentei si
impactului diferitor populatii ale parazitului lupoaia asupra unor indici cantitativi si calitativi ai
productivitatii si screening-ul germoplasmei de floarea-soarelui in vederea obtinerii hibrizilor
rezistenti.

Directiile de solutionare a problemei trasate se rezuma la:

- analiza virulentei si evolutiei diferitor populatii ale parazitului lupoaia;

- studiul determinismului genetic al rezistentei florii-soarelui la lupoaie;

- evaluarea materialului initial ameliorativ si transferul genelor de rezistenta la lupoaie prin
metode de ameliorare conventionalg;

- evaluarea materialului initial ameliorativ prin metode de analizd moleculara (markeri
SCAR, RAPD);

- evaluarea unor hibrizi experimentali si comerciali de floarea-soarelui privind rezistenta la
lupoaie;

- studiul influentei atacului cu lupoaie asupra indicilor de productivitate la floarea-soarelui.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

2.1. Material biologic

In calitate de material biologic au fost utilizate 128 de genotipuri de floarea-soarelui din
Republica Moldova si Romania, inclusiv 43 hibrizi comerciali si experimentali, 20 specii
sdlbatice si 65 linii consangvinizate. Liniile au fost selectate din cele ce prezinta o serie de
caractere agronomice superioare, dar si linii care au fost testate In vederea rezistentei la atacul
diferitor populatii ale parazitului lupoaia, ce vor putea fi utilizate ca surse de gene de rezistenta.
Astfel, s-au studiat 36 de linii de floarea-soarelui tip CMS (linii androsterile citoplasmatic) si 29
de linii tip Rf (restauratoare de fertilitate).

Printre hibrizii comerciali evaluati se enumera hibrizii Dacia, Zimbru, Codru, Doina, creati
de compania AMG Agroselect cu contributia autorului si omologati in Rusia, Ucraina, Moldova
Belarus, Kazahstan (Figura 1-7 din Anexa). Descrierea unor din cele mai importante genotipuri
(hibrizi si linii) evaluate se prezintd, dupa cum urmeaza:

- Favorit — hibrid semitardiv, prezent in toate zonele de culturd a florii-soarelui. Prezinta
talie Tnaltd, productia de seminte fiind in jur de 3700 kg/ha, cu un continut de ulei in jurul a 49-
51%. Este un hibrid semitardiv, rezistent la boli si la atacul parazitului O. cumana Wallr.

- Codru — hibrid semitardiv, cu o capacitate productiva inalta, peste 3850 kg/ha, continutul
de ulei fiind in jurul valorilor de 50-53%, talie mijlocie, prezintd rezistentd medie la atacul
agentilor patogeni.

- Doina — hibrid cu o productie de circa 3800 kg/ha, cu un potential de randament al
uleiului de 50-54%. Prezinta talie medie, calatidiu dens, bine acoperit de seminte, rezistenta la
atacul agentilor patogeni si la cadere.

- Performer — raspandit in toate zonele favorabile de cultura. Asigurd o productie de
seminte de 3500-4000 kg/ha, randamentul de ulei fiind de 50-53%. Este un hibrid semitardiv, cu
talie Tnalta, tulpina viguroasd, rezistentd la frangere si boli criptogamice. Are un calatidiu de
marime mijlocie, bine acoperit de seminte.

- Zimbru — hibrid de talie mijlocie, incadrat in grupa hibrizilor semitardivi, capacitate de
productie ridicata de 3500-4000 kg/ha, continutul de ulei fiind cuprins intre 48-53%. Poseda
rezistenta la boli si seceta.

- Dacia — hibrid semitardiv, talie mijlocie, productivitate buna, asigurand o productie in
jurul valorii de 3500 kg/ha, cu 48-54% de ulei in samanta. Manifesta rezistenta la seceta si

principalele boli criptogamice ale florii-soarelui.
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- HS-5034 — hibrid semitardiv ca perioadda de vegetatie, talie medie sau/si inalta.
Potentialul productiv al hibridului este situat in jurul valorii de 3700 kg/ha, continutul de ulei in
seminte prezintd 50-52%, poseda o buna rezistenta la atacul principalelor boli ale florii-soarelui.

- HS-4723 — hibrid cu o talie mijlocie, semitardiv, cu o capacitate de productie de peste
4000 kg/ha, continut de ulei de 48-52%. Calatidiul se caracterizeaza prin marime medie spre
mare, cu un diametru sec al acestuia destul de mic (procent ridicat de seminte pline). Prezintd o
rezistentd la principalelor boli ale florii-soarelui si la seceta.

- AC-434 — linie semitardiva, capacitate productiva de aproximativ 2300 kg/ha, 48%
continut de ulei, calatidiu de marime medie.

- AC-489 — linie semitardiva, capacitate de productie de 3500-3600 kg/ha, cu un continut
de ulei de 34%. Este de talie mijlocie, cu un calatidiu mare, convex.

- MS-2067 — linie semitardiva, de talie mijlocie sau/si mica, cu un calatidiu mijlociu,
rasfrant, capacitate de productie de 2300 kg/ha si un randament al continutului de ulei de 41%.

- MS-2185 — linie semitardiva, de talie mijlocie, calatidiul mic, spre mediu, convex.
Capacitate productiva este de 2800 hg/ha, continutul de ulei in achene — de 45%.

- MS-2075 — linie de talie mijlocie, cu calatidiu convex, de marime mijlocie. Prezinta o
buna capacitate de productie, cca 2700 kg/ha, cu un continut de ulei de 42%.

- AC-508 — linie de talie medie, capitul de marime medie si/sau mica. Genotipul manifesta
rezistentd redusa la atacul de Phoma maccdonaldi. Capacitatea de productie este in jurul a 2500
kg/ha, continutul mediu al productiei de ulei — de 43%. Linia a fost oferita de Institutul National
de Cercetare-Dezvoltare Agricold Fundulea (INCDA Fundulea).

- AC-678 — linie de talie mijlocie, cu un calatidiu de marime mijlocie-mica. Productia de
seminte este de 2900-3100 kg/ha, cea de ulei — de 43-49%.

- RF-732 — linie oferitdi de INCDA Fundulea, caracterizatd prin talie medie, calatidiu
mijlociu, convex. Linia este rezistentd la atacul agentului patogen Phomopsis helianthi.
Capacitatea de productie este buna, realizand 2300-2400 kg/ha, cu un continut de ulei de 42%.

- RF-845 — linie de talie medie, cu un calatidiu la fel de marime medie, acoperit uniform cu
seminte (diametrul sec foarte mic). Este o linie ce formeazd ramificatii, cu o capacitate de
productie estimata in jurul a 900 kg/ha, randamentul uleiului in sdmanta constituie 44 la suta.

- LC-1093 — linie de talie medie, calatidiu de dimensiuni medii spre mari. Are o buna
capacitate de productie, realizdnd in medie 2300-2400 kg/ha, confinutul de ulei fiind de
aproximativ 41%, rezistenta la O. cumana Wallr.

- LC-1003 — linie semitardiva, cu talie medie, calatidiu de asemenea mediu, uniform.

Capacitate de productie constituie 2200-2300 kg/ha, cu 38% de ulei In sdmanta.

33



Liniile si hibrizii de floarea-soarelui prezentati mai sus au fost testafi in diverse conditii de
cultura (pe fon de infectie, cu diferitd intensitate si in lipsa acesteia) pentru evidentierea
influentei atacului parazitului asupra unor caracteristici de productivitate ale culturii, dar si
pentru identificarea genotipurilor de floarea-soarelui cu diferite grade de rezistenta la atacul
lupoaiei.

Hibrizii Favorit, PR-1 si Performer, cu diverse grade de rezistentd la atacul parazitului
lupoaia (Favorit - rezistent la rasele A-F; PR-1 — rezistent la rasele cele mai virulente, G si H;
Performer — hibrid sensibil) au fost utilizati in calitate de martor in experientele de camp si in
cadrul testelor efectuate 1n laborator.

Pentru studiul virulentei diferitor populatii de lupoaie s-a folosit setul diferentiator pentru
rasele parazitului, de la rasa A la rasa F, precum si hibrizi comerciali cunoscuti ca rezistenti la
diferite rase.

Semintele de lupoaie folosite in realizarea experientelor in conditii de infestare artificiala
au fost recoltate din cAmpuri infestate, din diverse localititi sau zone geografice. In fiecare
localitate probele de lupoaie au fost colectate de pe diferite genotipuri de floarea-soarelui dintr-

un singur camp, fiind ulterior amestecate.

2.2. Metode de cercetare

Experientele s-au desfasurat, preponderent, in conditii de infestare naturald, in camp, pe
loturile experimentale ale companiei AMG-Agroselect Comert, Soroca, Republica Moldova si
ale INCDA Fundulea, Romania, precum si pe campuri din diverse localitati din Romania (judetul
Braila — Valea Canepii si campurile Statiunii de Cercetare Agricola Braila; judetul Ialomita —
lazu si Tandarei; judetul Constanta — Cuza Voda si Pestera etc.), remarcate prin prezenta
parazitului cu grade diferite de virulenta. Experientele bazate pe infestarea artificiald a culturii au
fost realizate Tn case de vegetatie si in laborator.

Experientele in cAmp s-au efectuat dupd metoda blocurilor randomizate, in 3 repetitii a
cate sase randuri distantate la 70 cm X 35 cm. Testarea pentru rezistenta la lupoaie, in conditii de
infestare naturald, s-a realizat in campuri infestate din zone caracterizate prin prezenta
populatiilor parazitului, cu grade diferite de virulentd, precum si in unele cAmpuri neinfestate,
din aceleasi zone agricole.

Conditiile de cultivare. S-a aplicat tehnologia pentru cAmpurile de experienta, ce a constat
in efectuarea unei ardturi adanci toamna si administrarea a 300 kg/ha superfosfat pe agrofond,
pregdtirea patului germinativ prin discuire primavara, cu administrarea a 200 kg/ha azotat de

amoniu si ierbicidarea preemergenta. Semanatul s-a realizat dupa tehnica experimentala,
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asigurandu-se o densitate de 43000 plante la hectar. Cultura a fost intretinuta prin doua prase
mecanice, urmate de doud pragse manuale in completare.

Lucrarile, 1n conditii de infestare artificiala, s-au realizat in casa de vegetatie. Metodele de
testare in conditii de infestare artificiald au fost diferite, in functie de scopul urmarit. Astfel,
pentru simpla testare, in vederea determinarii gradului de rezistenta al genotipurilor, s-au utilizat
cutiile din lemn, cu dimensiuni de 1,0 : 0,5: 0,01 m, in care s-a introdus un amestec de pamant cu
nisip (50 :50), acesta fiind amestecat cu 500 grame de nisip, care la randul sau a fost foarte bine
amestecat cu 5 grame de seminte de lupoaie. In aceste cutii, la 10 cm distants, s-au semanat 9
randuri de floarea-soarelui. In vederea evidentierii incidentei atacului parazitului, la 32 zile dupa
rasarirea plantelor de floarea-soarelui, acestea au fost scoase de pe randuri, radacinile au fost
spalate si examinate pentru a calcula numarul de tuberculi de lupoaie pe fiecare planta.

Pentru testarea, selectarea si studiul diferitor populatii ale parazitului, s-au folosit vase de
vegetatie cu capacitatea de 10 litri, In care s-a introdus amestec de pamant cu nisip, infestat cu
0,5 grame de samanta lupoaie, amestecata cu nisip, in proportie de 1: 9. Gradul de atac cu
lupoaie a fost evaluat in conformitate cu aparitia lastarilor parazitului la suprafata solului (Figura
2.1).

Fig. 2.1. Testarea rezistentei la lupoaie In conditii de infestare artificiald in vase de vegetatie.

Incidenta lupoaiei a fost evaluatd prin aprecierea frecventei (F%), intensitatii (I%) si
gradului de atac (G.A%) [108].
Frecventa infectiei (%) a fost apreciata in baza raportului dintre numarul de plante afectate

de lupoaie si numarul total de plante analizate, conform formulei
F (%) = %xloo 2.1)

unde: N = numarul de plante atacate; Nt = numarul total de plante analizate.
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Intensitatea atacului (1%), care reprezinta numarul de lastari de lupoaie per planta de
floarea-soarelui, calculat in baza raportului:
1%) =2
N (2.2)
unde: a= numarul total de lastari de Orobanche; N=numarul de plante atacate
Gradul de atac (G.A.%) s-a calculat dupa formula:

F (%) x1(%)

GA) ="

(2.3)

Selectia liniilor cu rezistenta la lupoaie s-a efectuat prin back-cross si selectia recurenta.

Determinarea indicilor de productivitate. Recoltarea s-a efectuat la etapa maturitatii
fiziologice, pe parcele cu combina destinatd cadmpurilor experimentale, cantarind si evidentiind
productia de seminte separat, dupa metodele utilizate in cercetare si raportarea la unitatea de
suprafata.

Valoarea medie a 1naltimii plantelor i a diametrului calatidiului s-a determinat in camp,
prin masurari realizate la 10 plante din fiecare bloc si repetifie. Numarul mediu de seminte per
calatidiu s-a apreciat prin numararea tuturor semintelor pline din calatidiile a 10 plante, pentru
fiecare bloc luat in studiu si fiecare repetitie, urmat de calculul valorii medii.

Masa a 1000 de seminte s-a determinat in laborator, prin numararea a doua probe a cate
500 seminte, cantarirea acestora, calculul mediei intre probe si inmultirea la doi, pentru fiecare
genotip si repetifie. Masa hectolitrica s-a determinat prin cantarirea a 2 probe a unui volum de un
litru de seminte cu ajutorul balantei, calculul mediei probelor pentru 10 plante din fiecare numar
luat in studiu si fiecare repetitie.

Analize biochimice: Continutul de ulei s-a determinat in laborator, la analizatorul cu
rezonanta magneticd nucleara. Continutul de acid oleic s-a determinat prin metoda gaz-
cromatograficd, in baza cromatografiei gaz-lichida.

Analizele moleculare s-au realizat in cadrul Centrului de Geneticd Functionala,
Universitatea Academiei de Stiinte a Moldovei, utilizdind metode bazate pe reactia de
polimerizare in lant (PCR).

Screening-ul molecular al genei Or5 in liniile de floarea-soarelui cu primeri specifici.
Esantioanelor de ADN s-au obtinut din plantule de floarea-soarelui, amplificarea probelor de
ADN s-a realizat cu primeri specifici SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) -
RTSO5 pentru gena Or5 (Tabelul 2.1.), ulterior s-a efectuat electroforeza tuturor probelor si

analiza postelectroforetica a datelor obtinute.
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Tabelul 2.1. Primerii specifici SCAR utilizati pentru identificarea genei Or5

Primeri Succesiunea nucleotidica (5'—3')
sens TGGTCGCAGATGGACGTGTGGGTG
antisens GTCGCAGAGAGTGAGAGAGAGTGT

Amestecul de reactie pentru analiza SCAR are un volum de 15ul si urmaitoarea
componenta: 6,3 pl H20, 2 pl solutie tampon 10 X (Promega), 1,5 uM din fiecare dATP, dTTP,
dCTP i dGTP = 1,5 ul, 0,2 ul GreenTag-polimeraza, 2 ul primer (sens), 2 pl primer (antisens), 1
ul matrifa ADN. Proba martor contine toate componentele amestecului de reactie cu exceptia
ADN-ului. Amplificarea ADN-ului s-a realizat utilizdind urmatorul program de amplificare
(Tabelul 2.2.), care a fost setat in memoria termociclului automat GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems, USA).

Tabelul 2.2. Programul de amplificare utilizat in analiza SCAR

Etapa Temperatura Timpul
Predenaturare 94°C 4 minute
Denaturare 93°C 1 minut Y
Fixarea primerilor 63°C 1 minut 30 cicluri
Elongare 72°C 2 minute
Extensie finala 72°C 6 minute~’

Temperatura de denaturare desface legaturile de hidrogen si separd cele doua catene de
ADN, conferindu-le rol de matrite. Temperatura de hibridare, respectiv de fixare a primerilor,
permite amorselor sa se ataseze la secventele lor omoloage de pe matritd. Temperatura de
extensie, asigura functionarea optima a Taq polimerazei, respectiv sinteza ADN-ului.

Pentru migrarea in gel de agaroza (1,5 %) in solutia tampon TAE, la tensiunea de 80 V in
camera de electroforeza, s-a injectat un volum de 15 pl produs amplificare / proba, in godeurile
gelului de agaroza. Gelul a fost vizualizat in camera UV si fotografiat. Pentru determinarea
maselor moleculare relative ale produselor de amplificare au fost utilizati 1,5 pl de marker ADN
standard 5000 pb Express DNA Ladder (Thermo Scientific, SUA).

Analiza RAPD. Estimarea variabilitatii genetico-moleculare a fost realizata prin analiza
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), tehnica rapida de identificare a polimorfismului
genomic [59]. Pentru analiza au fost utilizati noud primeri arbitrari. Reactia PCR a avut loc intr-
un mediu de 15 pl cu urmatoarea compozitie: 50 ng ADN, 200 uIM dNTP (ThermoScientific) de
fiecare tip, 0,4 - 0,6 plM primer, 1 unitati/ reactic Dream Taq DNA Polymerase
(ThermoScientific), in solutie tampon corespunzatoare si 2,5 mM MgCl, (Fermentas). Testarea s-

a realizat cu ajutorul amplificatorului GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) cu
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urmitorul program: 3 minute la 95° C — predenaturare, urmati de 35 de cicluri cu urmitorul
profil de temperaturd: 45 secunde la 95° C — denaturare; 1 minut la 34 - 36 °C - fixarea

primerilor; 1 minut la 72° C — extensie si 5 minute la 72° C — extensia finala.

2.3. Metode statistice de calcul

Prelucrarea statistica a datelor s-a realizat dupa Dospehov B. [36] si Ceapoiu N. [7],
utilizand programul computerizat Microsoft Excel.

Pentru rezultatele obtinute in urma investigatiilor au fost determinate: valoarea mediei

aritmetice, varianta (S?), abaterea standard (s), coeficientul de variatie (S%).

2.4. Concluzii la capitolul 2

Pentru studii a fost selectat si descris un vast materialul biologic, care reprezinta resurse
genetice valoroase utilizate Tn ameliorare, precum si hibrizi de perspectiva.

Metodele de cercetare si conditiile de cultivare utilizate corespund domeniului de
investigatie si se aplica pe larg in ameliorarea culturii atdt in Republica Moldova, cat si in
Romania.

Metodologia cercetarii a inclus, aldturat metodelor traditionale de studii, tehnici de analiza

moleculara corespunzatoare tendintelor actuale de cercetare.
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3. GENETICA SI AMELIORAREA LA FLOAREA-SOARELUI PENTRU REZISTENTA
LA ATACUL PARAZITULUI Orobanche cumana Wallr.

O ectapa importanta in ameliorarea rezistentei florii-soarelui la lupoaie o constituie
evaluarea germoplasmei si selectia eficientd a genotipurilor rezistente. Tinand cont de faptul ca
pentru patosistemul O. cumana Wallr. — H. annuus L. este caracteristic mecanismul gena pentru
gend, adica unei gene de virulentd a raselor de lupoaie 1i corespunde o gena de rezistenta in
planta gazda (rasa A - gena Orl, B - Or2, C - Or3, D - Or4, E - Or5 etc.), o atentie deosebita se
acorda studiului evolutiei virulentei parazitului in stransa legatura cu evolutia plantei gazda.

Evaluarea materialului de ameliorare disponibil, in vederea identificarii genelor de
rezisten{d, se realizeazd in baza metodelor traditionale, precum analiza reactiei plantelor
(frecventa, intensitatea si rata de atac) la parazit In conditii controlate (vase de vegetatie, serd)
sau/si naturale, In camp [12, 26, 139, 142], dar si prin aplicarea tehnicilor moderne de biologie
moleculara, care asigura rezultate intr-o perioada scurta de timp, evitand experientele laborioase
[10, 11, 58, 76, 75, 98, 111].

In acord cu cele expuse, studiile reflectate in capitolul dat prezinti o abordare integrativa a
evaludrii evolutiei raselor de lupoaie in conexiune cu cea a genotipurilor plantei gazda, studiul
diversitatii genetice si screening-ul complex (in camp, vase de vegetatie si laborator) a
materialului ameliorativ (specii salbatice, linii, hibrizi) de floarea-soarelui, orientatd spre
identificarea genelor de rezistentd si crearea unor hibrizi competitivi pe piata de seminte.
Analizele in conditii de infestare naturald s-au desfdsurat, preponderent, in campuri cu infectie
omogena din diverse localitati din Romania remarcate prin prezenta parazitului cu grade diferite
de virulentd, care sunt intens studiate pe parcursul a mai multor zeci de ani, in ceea ce {ine
evolutia raselor de lupoaie si, respectiv, corespund pentru testarea materialului initial de
ameliorare si a hibrizilor noi creati. Investigatiile au fost realizate la INCDA Fundulea, centru
cunoscut la nivel international prin relevanta lucrarilor in domeniul ameliorarii la floarea-
soarelui, precum si in cadrul companiei AMG-Agroselect Comerf SRL. Analizele moleculare s-

au efectuat in Centrul de Genetica Functionala, UnASM.

3.1. Evolutia si virulenta populatiilor de O. cumana Wallr.
Dupa cum s-a mentionat, cea mai eficace metoda de prevenire si combatere a parazitului
florii-soarelui lupoaia (O. cumana Wallr.) este cultivarea hibrizilor ce prezintd rezistenta la
atacul acestuia. In acest context, amelioratorii din diverse centre de cercetare, dar si companii

private de creare a hibrizilor depun eforturi considerabile in studiul evolutiei raselor de lupoaie si
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identificarea unor noi surse efective de rezistenta la populatiile parazitului care devin din ce in ce
mai virulente.

Primele soiuri rezistente au fost obtinute in Rusia, in perioada 1912 — 1927 (Saratovskiy
169, Kruglik 41, Zelenka 10, Fuksinka 3). Aceste soiuri erau rezistente la rasa A, prima rasa
descoperita de lupoaie. Cultivarea soiurilor mentionate pe suprafete intinse a dus la aparitia unei
noi rase de lupoaie, mult mai virulentd, rasa B. Soiurile Jdanov 8221 si Jdanov 8885, introduse in
cultura in perioada 1934 — 1935, prezentau rezistenta fatd de ambele rase (A si B) ale parazitului
lupoaia.

Ulterior, la fel in Rusia, au fost create alte soiuri rezistente la cele doua rase A si B, soiuri
mai valoroase din punct de vedere al capacitatii de productie de seminte, dar si cu un conginut
mai ridicat de ulei. Astfel de soiuri au fost: VNIIMK 8931, Smena, Peredovic, soiuri ce s-au
cultivat si in tari din estul Europei.

Treptat, insa, aceste soiuri gi-au pierdut rezistenta la lupoaie, in cultura fiind introdus pe
larg soiul romanesc Record, creat la INCDA Fundulea, caracterizat prin capacitate mai ridicata a
productiei de seminte, comparativ cu soiurile rusesti, precum si rezistentd la toate rasele de
lupoaie cunoscute la moment [30].

Primii hibrizi de floarea-soarelui au reactionat diferit la atacul cu lupoaie, unii care la
inceput au fost rezistenti au devenit ulterior sensibili, pe masura aparitiei unor rase noi, mai
virulente, fapt ce a dus la crearea de forme de floarea-soarelui cu rezistenta sporita fata de atacul
acestui parazit. Cercetarile efectuate in campuri puternic infestate au permis cunoasterea
aprofundatd a relatiei parazit-plantd gazda, identificindu-se noi rase de lupoaie C, D si E si
sursele de rezistentd, corespunzatoare [31]. Drept rezultat, a fost creat setul diferentiator pentru
cele cinci rase ale parazitului, care este utilizat si in prezent de catre cercetatorii ce activeaza in
domeniu in toate tdrile unde este prezent parazitul in cultura florii-soarelui. Ulterior, dupa
aparitia in cultura florii-soarelui din Romania a unei noi rase de lupoaie denumita rasa F, setul
diferentiator a fost completat cu diferentiatorul specific pentru rasa F [142].

Rezistenta florii-soarelui la toate cele sase rase ale parazitului este controlatd de o singura
gend cu efect dominant, notata Or. Linia LC 1093 contine in stare homozigota gena Or6, care
controleaza rezistenta la toate cele 6 rase de lupoaie (A, B, C, D, E, F), rezistenta la celelalte rase
ale parazitului, A, A+B, A+B+C, A+B+C+D si A+B+C+D+E, fiind conferitd de genele Orl,
Or2, Or3, Ord si Or5 (Tabelul 3.1.). Fiecarei gene de rezistentd ii corespunde un tip de
rezistenta: R1 —Re.

Timp de aproximativ 15 ani, dupa identificarea celor trei rase noi ale parazitului lupoaia

(C, D si E), care au fost comunicate in 1981, parazitul nu a dezvoltat rase noi, mai virulente.
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Tabelul 3.1. Rase de lupoaie si gene de rezistenta (Fundulea, 1981; 1998) [24]

Genotipuri Rase de lupoaie Reactii de Gene de
diferentiatoare A B C D E F rezistenta rezistenta

AD-66 S S S S S S RO -

Kruglik A-41 R S S S S S R1 Or;
Jdanov 8281 R R S S S S R2 Or;
Record, H-8280 R R R S S S R3 Ors
S-1358, O-7586 R R R R S S R4 Ors
P-1380-2 R R R R R S R5 Ors
LC-1093 R R R R R R R6 Ors

R =rezistent; S = sensibil

In fiecare tara unde este raspanditd lupoaia, materialul de floarea-soarelui identificat ca
fiind rezistent este folosit pentru a diferentia rasele locale de virulenta. Pentru a tine sub control
o eventuald aparifiec a unor noi rase, in fiecare an se fac testari ale setului diferentiator, cu
populatii ale parazitului, colectate din diferite zone infestate, in conditii de infestare artificiala.

in tabelul 3.2 [24, 138] sunt prezentate rezultatele obtinute in cadrul unui astfel de test,
rezultate care au pus in evidentd aparitia celei mai raspandite rase a parazitului, rasa F, care se
afla in prezent, in toate zonele puternic infestate, pe suprafete mari din Europa (Bulgaria,
Moldova, Romania, Rusia, Serbia, Spania, Ucraina si Ungaria).

Céand parazitul dezvoltd o populatie mai virulentd, diferentiatorul pentru ultima rasa
identificatd pand la momentul respectiv este atacat, initial cu un grad mai scazut, ulterior, pe
masura trecerii anilor, cu un grad din ce in ce mai ridicat. Astfel, in anul 1996, diferentiatorul
pentru rasa E a parazitului, linia P-1380, a fost atacata in zonele Constanta, Braila si Tulcea, iar
in anul 1998 si In zona lalomita, constatandu-se aparitia unei rase noi, rasa F a parazitului.

In anul 2006, intr-o zoni din judetul Tulcea puternic infestata cu lupoaie si, prin urmare,
cultivatd cu hibrizi rezistenti la rasele parazitului prezente in regiune (E si F), toti hibrizii
rezistenti au fost atacati de lupoaie, unii avand un grad de atac foarte scazut (1,2-2,7%), altii un
grad de atac mai ridicat (30 - 40%), iar alta parte de hibrizi — un grad de atac foarte mare (80 —
90%). Printre hibrizii cultivati In zona au existat si cativa total rezistenti, care ulterior, s-au
dovedit a fi purtatori ai unor gene de rezistenta la populatii mai virulente ale parazitului.

De mentionat ca actualmente studiile genetice ale parazitului sunt esentiale pentru a avansa
cunostintele asupra parazitului la un nivel similar cu cel al cunostintelor despre genetica
rezistentei florii-soarelui la O. cumana. Studiu privind mostenirea genelor de avirulenta la
lupoaie au confirmat interactiunea gend-pentru-gend in patosistemul floarea-soarelui -O. cumana
pentru rasele E / F si gena dominanta Or5 la floarea-soarelui [153], dar mostenirea genelor
avirulente fata de alte surse de rezistenta la rasele cele mai virulente este incad necunoscutd. O
mai bund cunoastere a rasei patogenului O. cumana prezintd interes pentru lucrarile de
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ameliorare. Din aceste considerente, o atentie deosebita a fost acordata studiului evolutiei raselor

de lupoaie, cercetdrile fiind realizate in diverse regiuni din Roméania caracterizate prin prezenta

parazitului cu diverse grade de virulentd si dezvoltarea rapida a acestuia in ceea ce tine de

aparitia unor rase noi ce depasesc barierele de rezistenta ale plantei-gazda.

Tabelul 3.2. Reactia unor diferentiatori de floarea-soarelui la atacul de lupoaie (populatii din
diferite surse), in conditii de infestare artificiala (1995-1998) [24]

Reactia la Sursa semintelor de lupoaie si gradul de atac (%)
Diferentiatori | Anul rasele de - .
lupoaie Constanta Tulcea Braila | Ialomita

LC- 1093 E-A 0,0 0,0 0,0 0,0
P-1380-2 E-A 0,0 0,0 0,0 0,0
S-1358 D-A 15,7 9,2 16,8 9,7
Record 1995 C-A 30,1 26,5 37,7 25,2
Jd-01 B-A 51,7 47,7 55,2 47,1
K-A41 A 69,1 63,5 62,5 64,1
AD-66 sensibil la toate 77,2 72,5 69,5 69,7

rasele
LC- 1093 E-A 0,0 0,0 0,0 0,0
P-1380-2 E-A 3,8 2,6 3,9 0,0
S-1358 D-A 17,2 10,5 14,7 12,4
Record 1996 C-A 29,4 24,2 41,4 27,5
Jd-01 B-A 47,4 50,8 48,3 38,5
K-A41 A 57,2 49,4 59,2 29,5
AD-66 sensibil la toate 78,5 68,7 71,7 60,3

rasele
LC- 1093 F-A 0,0 0,0 0,0 0,0
P-1380-2 E-A 54 4,3 55 4,7
S-1358 D-A 18,3 11,2 14,7 22,3
Record 1998 C-A 28,4 14,7 24,5 29,8
Jd-01 B-A 48,2 38,5 50,4 58,3
K-A41 A 49,1 57,6 61,3 57,4
AD-66 sensibil la toate 69,2 77,7 70,9 78,5

rasele

Avand 1n vedere situatia existentd, in vara anului 2006, dupd maturizarea plantelor de

lupoaie din campurile in care au fost atacati hibrizii de floarea-soarelui rezistenti, s-au recoltat

semintele parazitului care au fost utilizate in efectuarea unor teste, in conditii de infestare

artificiald, la INCDA Fundulea, in sera, in perioada decembrie 2006. Au mai fost utilizate si

populatii de lupoaie din zonele Braila, lalomita si Constanta (Tabelul 3.3.) [141].

Pentru efectuarea testelor, s-au folosit diferentiatorii pentru rasele E si F ale parazitului

lupoaia, precum si alte doua linii si alti doi hibrizi (Favorit si Fundulea 225) din colectia INCDA
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Fundulea, dar si hibrizii Tunca (compania Advanta) si PR64A83 si PR64A71 (compania Pioneer
HiBred Seed).

Tabelul 3.3. Reactia la atacul de lupoaie, a diferitor genotipuri de
floarea soarelui, Fundulea, 2006-2007

Sursa de lupoaie
S';g)'iﬁ?, Il;erziss;félg; Ialomita Briila Tulcea Constanta

genotipuri lupoaie Gradul de Gradul de Gradul de Gradul de atac

atac (%) atac (%) atac (%) (%0)
P-1380-2 E-A 51,3 41,7 74,2 65,4
LC-1093 F-A 0,0 0,0 3,7 0,0
Favorit F-A 0,0 0,0 2,9 0,0
AO-548 F-A 0,0 0,0 0,0 0,0
Tunca F (G) 0,0 0,0 0,8 0,0
PM- 3242 F-A 0,0 0,0 3,9 0,0
F-225 F-A 0,0 0,0 4,2 0,0
PR64A83 (E)F 0,0 0,0 65,4 8,7
PR64A71 (GH 0,0 0,0 0,0 0,0

Rezultatele testului arata ca, diferentiatorul pentru rasa E a parazitului, a fost atacat in grad
ridicat, in toate cazurile. Diferentiatorul pentru rasa F a parazitului lupoaia, a fost atacat doar in
cazul populatiei de lupoaie, provenita din zona Tulcea.

Linia PM-3242 si hibrizii Favorit si Fundulea (F) 225 au avut acelasi comportament ca si
linia LC 1093, diferentiatorul pentru rasa F a parazitului, fiind atacati doar in cazul populatiei de
lupoaie din zona Tulcea.

Linia AO-548 a fost rezistenta in toate cazurile. Hibridul Tunca a fost atacat doar in cazul
populatiei din zona Tulcea, dar in procent mult mai mic, comparativ cu diferentiatorul pentru
rasa F.

Hibridul PR64A83 a fost atacat intr-un grad foarte ridicat, in cazul lupoaiei din zona
Tulcea, dar si In cazul lupoaiei din zona Constanta, Intr-un grad relativ mai scazut.

Hibridul PR64A71 a fost total rezistent, in cazul tuturor populatiilor de lupoaie.

Faptul ca diferentiatorul pentru rasa F a parazitului lupoaia a fost atacat in cazul populatiei
de lupoaie provenitd din zona Tulcea, demonstreaza ca in aceasta zona este prezentd o noud
populatie, mai virulenta decat rasa F.

Faptul ca intr-o perioada destul de scurta (aproximativ 10 ani) parazitul a dezvoltat o noud

populatie, mai virulenta, demonstreaza ca in ultimii ani evolutia raselor acestui parazit este destul
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de rapidd, comparativ cu primii ani de aparitie a primelor rase si continudnd cu rasele E,
respectiv F. Generalizand datele, evolutia raselor parazitului, In Europa de est, se prezintd in

modul urmator (Figura 3.1).
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Fig. 3.1. Evolutia raselor parazitului lupoaia (O. cumana Wallr.),
in cultura florii soarelui, in Europa.

Daca in perioada 1960-1963 in cultura florii-soarelui in Romania au fost identificate 2 rase
ale parazitului lupoaia (A si B), in perioada 1975-1980 au fost identificate inca 3 rase (C,D si E).
Dupa alti 18-19 ani, a fost identificatd o noud rasa, rasa F (in perioada 1996-1999) [30]. Dupa
numai 8-10 ani, a fost identificata (in anul 2006) o noua populatie a parazitului, foarte virulenta,
care dezvolta in perioade scurte (aproximativ dupa 3 ani) noi virulente, fapt demonstrat de
comportamentul hibrizilor rezistenti, cultivati in zonele infestate. In doar 3-4 ani hibrizii
rezistenti la rasa G si-au pierdut treptat rezistenta, astfel ca, putem vorbi de o noua rasa, rasa H.

Reiesind din cele expuse prezintd interes evaluarea periodicd a virulentei populatiilor de
lupoaie din diferite zone de raspandire a acestora. Determinarea raselor de O. cumana Wall. s-a
realizat in conditii de infestare artificiald in vase de vegetatie. Tinand cont de faptul ca
experientele efectuate in condifii de infestare artificiala sunt primare in testdrile initiale ale
materialului de ameliorare si a hibrizilor creati unul dintre obiectivele cercetarilor a constat in
optimizarea metodologiei de lucru. Astfel, se cunoaste ca, un rol-cheie in procesul selectiei
formelor rezistente la infectia cu lupoaie este atribuit diagnosticarii precoce a atacului
parazitului, la faza timpurie de dezvoltare a plantelor de floarea-soarelui. Metodele de testare,
utilizate pana in prezent, permit evaluarea atacului cu lupoaie la 26-35 sau chiar 40 de zile dupa
rasarirea plantelor gazda, de aceea au fost realizate investigatii axate pe identificarea unei
metode care va permite diagnosticarea timpurie a patogenului.

Pentru cultivare au fost utilizate tuburi de plastic (12 cm % 20 ¢cm), in care s-a introdus un
amestec de humus, nisip si perlita in proportie de 3:1:1, plus siménta de lupoaie (0,1 g). In acest
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amestec, plantulele de floarea-soarelui se dezvolta foarte bine intr-un mediu cu carenta de apa,
astfel parazitul se ataseaza si se dezvolta destul de rapid pe radacinile plantei gazda.

In experiente a fost inclusa linia de floarea-soarelui AD-66, foarte sensibila la atacul
parazitului. Planta gazda a fost studiatd in diverse faze de dezvoltare: 10, 26 si 43 zile dupa
rasdrire. S-a constatat ca la faza de 10 zile dupa rasarire, se poate observa formarea nodulilor
lupoaiei pe radacinile plantulelor de floarea-soarelui. La 26 zile dupd rasarire, numarul acestora
creste considerabil (Figura 3.2), iar la 43 zile dupa rasarire, nodulii sunt foarte bine dezvoltati si

numeric prevaleaza faza a doua.

Fig. 3.2. Genotip rezistent comparativ cu genotipul sensibil, testare prin metoda rapida
(26 zile de la rasarire).

Genotipurile rezistente pot fi selectate, prin transplantare in vase de vegetatie (Figura 4.3)
mai mari (galeti), in care de asemenea se adaugad amestec de pamant si seminte de lupoaie, ceea

ce va permite, finalmente, evidentierea celor mai rezistente genotipuri.
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Fig. 3.3. Aspecte ale testarii rezistentei in conditii artificiale de infestare.

Putem concluziona cd metoda elaborata poate fi folositd pentru evaluarea incidentei

atacului parazitului la 10 zile dupa rasarire, in vederea trierii rapide a materialului de ameliorare
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(un numar mare de genotipuri, intr-un timp scurt), privind rezistenta la atacul parazitului si
stabilirea virulentei lupoaiei.

La faza ulterioara, in scopul studiului evolutiei populatiilor de lupoaie au fost montate
experiente, in conditii de infestare artificiala, ce au inclus un sir de genotipuri de floarea-soarelui
(linii si hibrizi), printre care si diferentiatorii pentru D, E si F ale parazitului care au fost infectati
cu seminte apartinand unor populatii ale parazitului, colectate in vara anului 2012, din mai multe

zone din Romania, cu grad variat de infestare. Datele sunt reflectate in tabelul 3.4.

Tabelul 3.4. Comportarea unui set diferentiator pentru rasele de lupoaie in conditii de infestare
artificiala cu semintele parazitului recoltate din diferite zone din Romania, 2012

. Sursa seminte de lupoaie

z = ) — S~ ~ — K

= = S = = ] = © .= - = S =

*::; éﬂ ) 5 S gL | S+ ;q% S |00 g |3

EE Gradde | Gradde | Gradde | Gradde | Gradde | Grad de | Grad de | Grad de

atac (%) | atac (%) | atac (%) | atac (%) | atac (%) | atac (%) | atac (%) | atac (%)

AD-66 87,4 79,7 89,3 88,5 67,5 55,4 64,3 55,7
S-1358 29,5 37,8 36,4 42,5 39,8 14,9 51,6 25,3
P-1380 18,7 27,7 29,6 315 28,6 0,0 44,3 0,0
LC 1093 2,0 33,7 49,4 37,2 0,0 0,0 0,0 0,0
LC 101 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
LG 5661 0,0 1,0 1,3 1,8 0,0 0,0 0,0 0,0
PR64A71 0,0 11,3 15,4 8,9 0,0 0,0 0,0 0,0
Tunca 0,0 24,7 27,9 12,8 0,0 0,0 0,0 0,0
PR64G46 0,0 2,0 1,7 0,9 0,0 0,0 0,0 0,0
Favorit 4,8 29,4 25,7 18,3 0,0 0,0 0,0 0,0

S-a constatat ca noua populatie foarte virulenta a parazitului O. cumana Wallr. s-a extins si
in zona Constanta. Diferentiatorul rasei F, linia LC 1093, a fost atacat atat in zona Valul lui
Traian, Constanta, cat si in zona Cuza Voda, Constanta (grad de atac 33,7 %). Linia 1093 a fost
atacata intr-un grad mai scizut (2,0%) si in cazul lupoaiei proveniti din zona Braila. In cazul
lupoaiei din zona Tulcea, gradul de atac de 49,4 aratd cd in cazul noii populatii de lupoaie
aparutd in anul 2006 in zona Tulcea, s-a intensificat gradul de atac si genotipurile de floarea-
soarelui care au fost rezistente in aceasta zona in anii 2007 - 2010 au prezentat un anumit grad de

atac (15,4 %, la hibridul PR64A71). Acest hibrid care a fost folosit in cazul populatiilor de
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lupoaie din Turcia ca hibrid rezistent la rasa G, a fost atacat la testul realizat de populatia
parazitului provenita din zonele Valul lui Traian si Cuza Voda, din judetul Constanta.

Conform rezultatelor obtinute, noua populatie a parazitului nu s-a raspandit in zonele
Calarasi si lalomita unde este prezenta rasa F si nicidecum in zonele Giurgiu sau lasi, unde
putem vorbi doar de existenta rasei E.

Faptul ca hibridul PR64A71, a inceput sa fie atacat intr-un grad mai ridicat, de la un an la
altul, demonstreazd cd in cadrul noii populatii a parazitului, prezentd in zonele Tulcea si
Constanta, existd mai multe rase noi ale parazitului (cel putin doud), astfel, se poate afirma ca
parazitul a devenit extrem de virulent in ultimii ani, iar acest lucru se intdmpla si in cazul zonelor
infestate din alte tari din Europa.

Se cunoaste ca rasele fiziologice noi pot migra din zonele de inmultire si diversificare
genetica a parazitului extinzandu-se pe noi teritorii. Craiciu D. si coautorii mentioneaza ca
transportarea semintelor de lupoaie se face cu ajutorul pasarilor calatoare, a vantului, prin
importul de seminte din alte tari etc. [8]. Respectiv, in investigatiile ulterioare, alaturi de
populatii provenite din diferite zone din Republica Moldova si Romania au fost studiate si
populatii ale parazitului originare din Turcia, Spania, Serbia si Rusia.

In tabelul 3.5. sunt prezentate rezultatele obtinute in experimentul ce a inclus mai multe
populatii de lupoaie si diferentiatorii pentru rasele E, F si G ale parazitului. Au fost utilizate
ambele forme (forma sterila, A si forma mentinatoare, B) ale liniilor diferentiatoare, iar in cazul
rasei E si G, s-au utilizat inclusiv linii restauratoare de fertilitate, care au fost identificate ca fiind
rezistente la aceste rase ale parazitului. Importanta acestui studiu este data de faptul ca la
obtinerea unui hibrid comercial de floarea-soarelui pentru producerea de samanta sunt utilizate
linia sterila A si linia restauratoare R.

Din rezultatele obtinute se constatd cd in cazul raselor E si F ale parazitului, numarul de
plante de lupoaie pe o planta de floarea-soarelui este mai mare pentru linia B, la toate populatiile
de lupoaie, iar in cazul liniei R, aceste valori sunt mai mici. Privind rasa G, numarul plantelor
parazite raportate unei plante de floarea-soarelui este mai mare in cazul lupoaiei din Romania si
din Turcia si mai mic la probele din Spania, pentru linia B, dar minim 1n cazul liniei R, in toate
variantele.

Tinand cont de aparitia unor noi populatii, mai virulente, ale parazitului in multe zone din
Europa au fost studiate, in condifii de infestare artificiald, un sir de populatii provenite din
diferite zone ale unor tdri, cunoscute prin prezenta si evolufia rapidd a lupoaiei. Rezultatele

acestor testdri sunt prezentate in tabelul 3.6.
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Tabelul 3.5. Numarul mediu al plantelor de lupoaie (O. cumana Wallr.), pentru o planta de
floarea-soarelui, in cazul experimentului cu diferentiatorii pentru rasele E, F si G ale parazitului
si cu populatii de lupoaie din diferite regiuni din Europa (infestare artificiald)

Orobanche cumana

Gengg?lggrg;f_z;;?eﬁ ioare Serbia |R. Moldova| Romania Turcia Spania
Diferentiator pentru rasa E 32,4 36,5 24,6 21,9 23,3
(linia A)

Diferentiator pentru rasa E 39,5 41,7 29,5 24,4 25,2
(linia B)

Diferentiator pentru rasa E 31,3 30,6 21,3 20,7 24,8
(linia R)

Diferentiator pentru rasa F 0,0 8,4 18,7 22,4 24,2
(linia A)

Diferentiator pentru rasa F 0,0 8,9 21,9 24,6 23,9
(linia B)

Diferentiator pentru rasa G 0,0 0,0 2,4 17,5 1,9
(linia A)

Diferentiator pentru rasa G 0,0 0,0 3,2 20,3 1,4
(linia B)

Diferentiator pentru rasa G 0,0 0,0 1,7 12,9 1,5
(linia R)

Tabelul 3.6. Gradul de atac al parazitului lupoaia in conditii de infestare artificiala,
cu populatii provenite din diferite tari din Europa, Fundulea, 2013

R Populatii de lupoaie

ase . . . . .

Diferentiatori [lupoaie Romania Eomama R.Moldova Rusia ~|Rusia |Rusia Turcia Spania
Tulcea Constanta (%) Stavropol Rostov Rostov (%) (%)
(%) (%) ) %) |[1(%)|2(%)| " )

LC 1093 F 49,6 50,1 32,4 39,6 51,3 | 50,7 | 48,8 | 452

PR64AT71 G 16,4 13,7 0,0 0,7 209 |236 |198 |09

AD 66 Sensi | 77,4 85,6 70,4 69,5 87,2 |894 |687 |604

bil

In cazul diferentiatorului pentru rasa F a parazitului, linia LC-1093, se constati ci acesta a
fost atacat, in proportie ridicata, in cazul populatiilor provenite din Romania (Tulcea si
Constanta), Republica Moldova, Rusia (Stavropol, si doud probe din Rostov, 1 si 2), Turcia si
Spania, ceea ce demonstreaza ca in aceste zone putem vorbi de rase mai agresive decat rasa F a
parazitului.

Hibridul de floarea-soarelui PR64A71 a fost atacat, in special, in cazul populatiilor din
zonele Tulcea si Constanta (Romania), Rostov 1 si Rostov 2 (Rusia), precum si in variantele
populatiilor provenite din Turcia. Deoarece acest initial prezenta rezistentd totala fatd de noua
rasa mai virulenta (G), putem vorbi despre aparitia unor mutatii ale parazitului, in anumite zone.

In tabelul 3.7 sunt analizate, din punct de vedere al virulentei, populatii de lupoaie,

provenite din zone in care nu fusesera inca identificate noile forme foarte virulente.
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Tabelul 3.7. Virulenta populatiilor parazitului O. cumana in conditii de
infestare artificiala, Fundulea 2012.

o @ Surse seminte de lupoaie/ Grad de atac (%)
Diferentiatorul % § Briila R. Sancev Balti Radnevo | Jilin
@ = | Romainia Serbia Moldova | Bulgaria | China
S-1358 D 47,3 31,4 39,5 45,4 24,8
P-1380 E 25,7 22,3 20,9 29,3 0,0
LC-1093 F 1,2 0,0 0,0 2,0 0,0
PR64A71 G 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Rezultatele obtinute arata ca diferentiatorul pentru rasa D si E a parazitului a fost atacat de
majoritatea populatiilor, exceptie constituind doar populatia provenitd din China, in cazul
diferentiatorului pentru rasa E. Aceasta demonstreaza cd in cadrul populatiilor parazitului, in
zonele infestate din China, cea mai virulenta rasa prezenta este rasa E.

Diferentiatorul pentru rasa F nu a fost atacat, cu exceptia populatiilor provenite din zona
Braila, Romania si din Bulgaria, in cazul cédrora, genotipul a prezentat un grad de atac de 1,2%,
respectiv 2,0%, ceea ce indica asupra faptului ca in unele zone cultivate cu floarea-soarelui,
parazitul dezvolta populatii mai virulente decat rasa F.

Studiul populatiilor de lupoaie, de provenienta diferita, cu diferentiatorii pentru rasele E si
F, ale parazitului (Figura 3.4) a relevat cd in cazul probelor din Serbia, Ucraina si Republica
Moldova, diferentiatorul pentru rasa F nu a manifestat semne de infectie, deci putem constata ca
in aceste zone sunt prezente 6 rase. Populatia de lupoaie provenitd din China nu a atacat nici
diferentiatorul pentru rasa E si nici cel pentru rasa F, respectiv, aici nu sunt prezente mai mult de

5 rase.

Ucraina
Serbia
China
Bulgaria
Moldova 1
Moldova 2

Spaina
B\ P-1380

Tekirdag O LC-1093

Edirne

Rostov

Stawvropol

Tulcea

Constanta 2

Braila

0 10 20 30 40 50 60

Fig. 3.4. Reactia diferentiatorilor pentru rasele E si F ale parazitului lupoaia, la populatii
provenite din diferite tari.
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In figura 3.5 sunt reflectate rezultatele studiului intreprins asupra diferitor populatii de
lupoaie si trei hibrizi de floarea-soarelui, ce atestd rezistenta la rase mai agresive decat rasa F.

Se constatd ca hibridul PR64A71 este foarte mult atacat in cazul lupoaiei din Rostov,
Rusia, Tulcea si Constanta — Romania, Tekirdag — Turcia si mai putin in cazul lupoaiei din
Spania, Stavropol - Rusia, Republica Moldova, Braila, Romania si Bulgaria. Hibridul PR64G46

a fost atacat doar de lupoaia din Rusia-Rostov si Turcia - Tekirdag.

Bulgaria
Moldova 2
Spania )
Tekirdag 7
Edirne O PR64G46
B LG-5661

Rostov

. O PR64A71

Stawopol

Tulcea

Constanta 2

Braila

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 3.5. Reactia unor genotipuri rezistente la rasele G si H ale parazitului lupoaia, la
populatii provenite din diferite tari.

Datele studiului ponderii raselor de lupoaie in cadrul populatiilor parazitului din trei zone
infestate din Romania, prezentate in figura 3.6, evidentiaza prezenta raselor A, B, C si D, in
proportie mai ridicata in zona Briila. In ultimii ani au aparut rase noi, fiind fixati o pondere mai
joasa a acestora in urma studiului.

Astfel, putem constata cd virulenta parazitului lupoaia a evoluat rapid in ultimii ani,
hibrizii cultivati pierzandu-si rezistenta. Populatiile noi de lupoaie devin mai virulente acaparand
noi arealuri si substituind populatiile anterioare. Populatiile de lupoaie ale aceleiasi rase ale
parazitului diferd dupa intensitatea atacului in limita diferitor zone ale aceleiasi tari. Virulenta
parazitului O. cumana se manifesta diferit, in cazul liniilor de floarea-soarelui androsterile, linia

mentindtoare (B) fiind mai mult atacata, comparativ cu forma sterila (A).
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Fig. 3.6. Rata raselor de lupoaie (O. cumana) din trei zone diferite, in anul 2012.

Populatiile noi, foarte virulente ale parazitului lupoaia, sunt intdlnite in prezent in cultura
florii-soarelui din Romania, Republica Moldova, Rusia, Spania si Turcia, ceea ce argumenteaza
importanta pentru lucrarile de ameliorare a studiilor permanente privind evolutia parazitului si
identificarea de noi surse de rezistenta ce vor fi introduse In genotipuri experimentale si hibrizi

comerciali valorosi, competitivi, recomandati pentru cultivare intr-un spatiu extins.
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3.2. Studiul determinismului genetic al rezistentei florii-soarelui la Orobanche
cumana Wallr.

Este cunoscut faptul ca in cadrul tuturor diferentiatorilor pentru rasele parazitului, inclusiv
rasa F, genele de rezistenta sunt de tip dominant, in rezistenta fiind implicata o singura gena Or.

Pentru a cunoaste determinismul genetic in cadrul liniilor de floarea-soarelui selectate ca
rezistente la noile rase, mai virulente ale parazitului, s-a studiat, in primul rand, reactia unor linii
la atacul a doua populatii de lupoaie, una provenitd din zone in care este prezenta rasa F a
parazitului si cealaltd din zone unde s-au dezvoltat populatii mai agresive.

Conform rezultatelor prezentate in tabelul 3.8, diferentiatorul pentru rasa F a parazitului,
linia LC-1093, a fost atacata cu o frecventa de 100% in cazul populatiei mai virulente. Similar au
fost atacate si alte linii care prezinta acelasi tip de rezistentd fatd de rasa F a parazitului. Liniile

S-4465, P-547, S-101 si P-3034 au fost total rezistente.

Tabelul 3.8. Reactia a noua genotipuri de floarea-soarelui la atacul a doua populati de lupoaie

Populatia I (rasa F) Populatia Il (rasa G)
Linia Nr. plante Plante atacate Nr. plante Plante atacate
analizate Nr. % analizate Nr. %
LC - 1093 80 0 0 42 42 100
P-4432 46 0 0 44 44 100
0- 2325 84 0 0 56 56 100
0-432 23 0 0 41 41 100
S-4465 74 0 0 43
P-547 42 0 0 54
S-101 51 0 0 24
P-3034 34 0 0 22
AD - 66 78 78 100 63 63 100

Pentru a studia determinismul genetic s-au efectuat incrucisari intre liniile mentionate si
linia sensibilda AD-66, fiind ulterior analizate descendentele in generatiile F2 si test-Cross.
Acestea au fost evaluate In conditii de infestare cu lupoaie, fiind comparat raportul plantelor
sensibile si rezistente de floarea-soarelui obtinut, cu segregarea teoretica asteptata. S-a stabilit ca
(Tabelul 3.9), in cazul liniilor rezistente la noile populatii virulente ale parazitului (S-4465, P-
547 si S- 101) este prezent un tip de rezistentd la lupoaie, controlat de doua gene dominante

(raportul de segregare 15:1 in generatia F2 si 3:1 in generatia test-Cross).
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Tabelul 3.9. Raportul segregarii in generatiile F2 si test-cross ale populatiilor obtinute prin
incrucisarea a sapte linii de floarea-soarelui rezistente la lupoaie cu linia sensibilda AD-66

Segregare
Linia Generatia (rezistent : sensibil) 22 P (%)
Existenta Teoretic asteptata
F1 32:0 - - -
LC -1093 F2 72:24 3:1 0,158 0,50-0,70
test-cross - - - -
F1 35:0 - - -
P- 4432 F2 31:9 3:1 0,133 0,70-0,90
test-cross 472 . 46 1:1 0,188 0,50 -0,70
F1 61:0 - - -
0O- 2325 F2 26:9 3:1 0,009 >0,95
test-cross 45 : 41 1:1 0,186 0,50-0,70
F1 24 :0 - - -
0O-432 F2 23:7 3:1 0,810 0,30-0,50
test-cross 22 .16 1:1 0,947 0,30-0,50
F1 49:0 - - -
S- 4465 F2 189: 14 15:1 0,118 0,80-0,90
test-cross 50:15 3:1 0,012 0,50-0,70
F1 35:1 - - -
P- 547 F2 78:6 15:1 0,114 0,70-0,90
test-cross 28:13 3:1 0,009 >0,95
F1 42:0 - - -
S-101 F2 135:10 15:1 0,103 0,70-0,90
test-cross 112 : 43 3:1 0,621 0,30 - 0,50

De mentionat ca doua dintre aceste linii sunt linii restauratoare de fertilitate a polenului si
pot fi utilizate ca forme parentale paterne, in obtinerea hibrizilor comerciali de floarea-soarelui,
iar una din linii este cu androsterilitate citoplasmatica si poate fi folosita ca linie materna.

Hibrizii obtinuti la incrucisarea intre aceste linii au prezentat rezistenta partiala la atacul
parazitului, atunci cand in componenta hibridului a intrat ca linie rezistenta doar forma paterna,
respectiv una din cele 2 linii, ceea ce demonstreazd ca determinismul genetic al rezistentei la
lupoaie, in cadrul liniilor date, nu permite obtinerea de hibrizi total rezistenti in generatia F1 prin
utilizarea unei singure forme parentale ce atestd rezistenta. In acest sens, un obiectiv principial ar
constitui actiunea cumulativd a genelor capdtate de la ambele forme parentale, atat cea materna
cat i cea paterna.

Prin urmare determinismul genetic in cadrul genotipurilor de floarea-soarelui rezistente la
noile populatii ale parazitului lupoaia este diferit de cel din cadrul genotipurilor rezistente pana
la rasa F inclusiv, unde rezistenta este controlata de o singurd gena dominanta. Liniile de floarea-
soarelui care posedd rezistentd genetica la aceste populatii noi ale parazitului nu asigura
rezistenta totald hibrizilor, decat in situatia in care ambele forme parentale ale acestora sunt
rezistente.
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3.3. Evaluarea materialului initial privind rezistenta la lupoaie prin metode de
ameliorare conventionala

Dupa, cum s-a mentionat anterior, speciile salbatice de floarea-soarelui constituie o sursa
de gene favorabile diferitor caracteristici valoroase pentru specia cultivatd. O serie de specii
sdlbatice, mai ales perene, prezinta rezistenta totala la atacul parazitului lupoaia, astfel ca acestea
pot fi utilizate pentru transferul genelor de rezistenta, in floarea-soarelui de cultura. Astfel, Ruso
J. si coautorii evaluand un set de specii salbatice, anuale si perene, de floarea-soarelui a constatat
ca doua dintre speciile anuale (H. anomalus si H. exilis) si toate cele 26 de specii perene
analizate au manifestat rezistenta la rasele spaniole de lupoaie [155]. Avand in vedere ca exista si
specii anuale, total rezistente (H. anomalus) se poate face mai usor transferul din acestea, prin
metode clasice. In acest context, lucririle de identificare a surselor de rezistentd la atacul
parazitului O. cumana Wallr. au inclus ca material biologic un sir de specii salbatice, precum si
linii de floarea-soarelui din colectia INCDA Fundulea.

Au fost testate privind rezistenta la lupoaie 30 specii salbatice de floarea-soarelui (Tabelul
3.10). In calitate de inocul pentru infectarea artificiald au fost folosite seminte de lupoaie
provenite din zona Braila. De remarcat ca 20 de specii au fost total rezistente, printre care H.
agrestis, H. anomalus, H. giganteus, H. glaucophylus, H. grosseserratus, H. nuttallii, H.
salicifolius, H. hirsutus, H. laevigatus, H. pumilus, H. ciliaris etc. Speciile rezistente prezenta
interes pentru crearea unor hibrizi interspecifici si transferul genelor de rezistentd la floarea-
soarelui cultivatd. Unele dintre speciile analizate au fost stabilite ca fiind rezistente la lupoaie si
in cadrul studiilor realizate de cercetatori din Spania, Bulgaria, Serbia etc. Ca exemplu, Sukno S.
si coautorii au determinat ca speciile perene H. giganteus, H. laevigatus, H. pauciflorus si H.
resinous poseda rezistenta la rasa spaniola SE194 [168]. O echipa de cercetatori din Serbia a
constatat rezistenta la rasa E si F de lupoaie la o linie Rf derivata din specia salbatica anuala H.
deserticola [94]. Velasco L. si coaut. au relevat rezistenta speciei H. debilis subsp. tardiflorus la
rasa G de O. cumana [177]. Christov M. a raportat prezenta genelor de rezistentd la rasele A
pana la G, in Bulgaria, la 17 specii salbatice de floarea-soarelui, dupd cum urmeaza: H.
tuberosus, H. pauciflorus, H. eggertii, H. laetiflorus, H. decapetalus, H. hirsutus, H. divaricatus,
H. giganteus, H. maximiliani, H. nuttallii ssp. rydbergii, H. salicifolius, H. smithii, H. annuus, H.

argophyllus, H. debilis, H. petiolaris si H. praecox [66].
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Tabelul 3.10. Reactia unor specii salbatice de floarea soarelui la atacul parazitului
0. cumana Wallr. (infestare artificiala, Fundulea, 2013)

i Numar Numar de plante infestate/ | Numar de plante de lupoaie/
Specie . . .
variante | total plante floarea soarelui o0 planta floarea soarelui

Helianthus agrestis 1 0/39 0
Helianthus annuus 1 44/44 12-15
Helianthus anomalus 1 0/41 0
Helianthus argophyllus 1 41/41 14-16
Helianthus debilis 3 19/40 9-10
Helianthus deserticota 1 39/39 5-6
Helianthus exilis 1 21/44 1-2
Helianthus petiolaris 1 42142 7-8
Helianthus praecox 1 38/38 3-4
Helianthus atrorubens 2 0/42 0
Helianthus decapetalus 2 0/44 0
Helianthus divaricatus 3 11/42 1-2
Helianthus giganteus 1 0/38 0
Helianthus glaucophylus 1 0/42 0
Helianthus gracilentus 1 0/39 0
Helianthus grosseserratus 5 0/43 0
Helianthus maximiliani 5 0/41 2-3
Helianthus microcephalus 1 35/41 0
Helianthus nuttallii 6 0/42 0
Helianthus salicifolius 1 0/44 0
Helianthus smithii 1 0/39 0
Helianthus hirsutus 1 0/43 0
Helianthus laevigatus 1 0/40 0
Helianthus pumilus 1 0/41 0
Helianthus strumosus 3 0/42 0
Helianthus californicus 1 0/38 0
Helianthus ciliaris 1 0/39 0
Helianthus xlaetiflorus 1 0/44 0
Helianthus pauciflorus 2 5/38 1-2
Helianthus tuberosus 3 0/41 0
LC 1093 (Or6) - 12/43 5-6

In tabelul 3.11, sunt prezentate rezultatele testarii unor linii de floarea-soarelui din colectia

de germoplasmd a INCDA Fundulea, la atacul parazitului lupoaia, in conditii de infestare

artificiald, prin utilizarea semintelor de lupoaie din 5 zone diferite din Romania.

S-a constatat prezenta a 2 linii, S-4465 si S-101, total rezistente la populatiile de lupoaie

provenite din zone caracterizate prin prezenta celor mai virulente forme ale parazitului. Fiind

identificate ca rezistente la noile rase de lupoaie, aceste linii au fost utilizate drept surse de gene
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de rezistenta pentru a fi transferate liniilor valoroase din punct de vedere agronomic, fie pentru

obtinerea de noi hibrizi.

Tabelul 3.11. Testarea unor linii de floarea-soarelui din colectia INCDA Fundulea, pentru
rezistentd la atacul parazitului O. cumana Wallr., in conditii de infestare artificiala

Surse de seminte de lupoaie / Grad de atac (%)
Genotip (linie) Agighiol- | Cuza Voda Ya'e"?‘. Téandarei- | Cogealac,
Tulcea Constanta Can? pi- Ialomita | Constanta
Braila
LC-1093 14,3 2,1 0,0 0,0 7,4
S-101 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
LC-985 29,7 7,4 11,3 10,5 11,9
AC-5549 3,7 0,9 0,0 0,0 2,9
AC-2570 7,8 2,4 0,0 0,0 8,7
S- 4465 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
AC-2702 23,5 5,7 9,2 7,3 10,4
RF-680 12,7 4,3 0,9 1,3 9,2
MS- 2075 2,3 2,9 1,7 0,8 0,6
MS- 2067 23,5 19,6 12,4 12,7 9,5
RF-441 59 2,0 0,0 0,0 4,2
RF-694 19,7 7,1 34 2,0 4,5
Martor sensibilitate 51,7 44,3 41,6 50,9 61,7

In cadrul liniilor testate, au existat unele linii care au prezentat un grad de atac scazut, chiar
si in cazul populatiilor agresive din zonele Tulcea si Constanta (AC-5549 si RF-441). Liniile
date prezintd interes pentru obtinerea unor hibrizi cu grad ridicat de rezistentd la atacul
parazitului.

Pentru elaborarea unor hibrizi comerciali competitivi pe piata internationald lucrarile de
selectie presupun selectarea unor genotipuri rezistente la lupoaia de diferita origine si transferul
genelor identificate in linii cu caracteristici agronomice superioare. In acest context, au fost
realizate testari ale materialului de ameliorare in conditii de infestare cu parazitul provenit din
diverse tari, cunoscute prin prezenta unor populatii virulente de lupoaie, precum Romaénia,
Republica Moldova, Rusia si Turcia. In urma cercetarilor efectuate au fost puse in evidenti linii
cu rezistenta foarte bund la atacul lupoaiei, care ulterior au fost folosite pentru transferul de gene
in linii valoroase de floarea-soarelui.

in tabelul 3.12 sunt prezentate unele dintre acestea, cel mai mult utilizate ca surse de
rezistenta fiind liniile S-101 si P- 547.

Astfel, au fost introduse in procesul transferului genelor de rezistentd mai multe linii de
floarea-soarelui, atat linii cu androsterilitate citoplasmatica, cat si linii restauratoare de fertilitate.
Unele dintre acestea au fost deja definitivate, dupa 3-4 generatii backcross si 1-2 generatii de
autofecundare (Tabelul 3.13.).
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Tabelul 3.12. Surse de rezistenta la atacul parazitului O. cumana Wallr,
identificate Tn urma testarilor cu lupoaie de provenienta diferita, 2011

Populatii lupoaie/ Grad de atac (%)

Sursa de Roménia Republica Rusia .

rezistenta (Constanta) Moldova (Rostov) Turcia
P- 3034 0,4 0,0 0,9 0,5
S-101 0,0 0,6 1,3 0,8
P-547 0,0 0,5 1,0 0,4
S-4465 0,0 0,2 1,7 0,9
AD-66 70,3 67,0 77,9 74,3

Tabelul 3.13. Genotipuri de floarea-soarelui aflate in diferite generatii de selectie,

pentru rezistenta la parazitul O. cumana Wallr., 2011

Nr. Genotipul Generatia de selectie Numir descendente
1. LC 1050 B F1 (BC 3) 14
2. LC 1093 B F1 (BC4) 8
3. LC 1019B F1 (BC1) 5
4. LC 1015 B F1 (BC3) 14
5. LC 1029 B F1 (BC4) 11
6. LC 1004 B F1 (BC1) 9
7. LC 1052 B F1 (BC1) 7
8. LC 1085 C F1 (BC3) 15
9. LC 1066 C F1 (BC2) 17
10. LC 1103 C F1 (BC4) 12
11. LC 1088 C F1 (BC2) 8
12. LC 1064 C F1 (BC3) 11
13. LC 1095 C F1 (BC1) 9
14. LC 2005 C F1 (BC1) 7

Unele linii sunt in generatii backcross mai avansate cum ar fi BC3z sau BCa, altele in BCy

sau BC». Numarul de descendenta pentru fiecare linie a fost diferit, intre 5 g1 17.

In urma transferului genelor rezistentei la lupoaie unor linii cu caracteristici agronomice

superioare, a fost posibila obtinerea hibrizilor cu un grad ridicat de rezistenta la atacul acestui

parazit.

In tabelul 3.14 sunt prezentate cateva caracteristici importante ale unor hibrizi

experimentali, rezistenti la noile populatii virulente ale parazitului, alaturi de trei hibrizi

comerciali, rezistenti la rasa F a acestuia.
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Tabelul 3.14. Caracteristici selective a unor noi hibrizi de floarea-soarelui,
cu grad ridicat de rezistenta la atacul parazitului O. cumana Wallr.

Perioada de | Iniltimea | Diametrul Masa Masa Procentul de

Hibridul vegetatie plantei | calatidiului | hectolitrica 1000 autofertilitate
(zile) (cm) (cm) (Kg) boabe (g) (%)
HS 4183 128 174 25 41,4 74 69,8
HS 2378 112 160 23 38,2 68 72,4
HS 5789 118 164 24 38,3 71 70,7
Neptun 120 165 24 42,3 69 75,3
Flordani 114 159 23 37,4 65 65,4
Favorit 130 171 22 35,2 69 41,1

Se constata cd noii hibrizi de floarea-soarelui prezinta grad ridicat de rezistenta la lupoaie,
precum si valori superioare ale unor caracteristici, cum ar fi: diametrul calatidiului, masa
hectolictrica, masa a 1000 boabe si un grad sporit de autofertilitate.

In tabelul 3.15 sunt prezentate performantele hibrizilor privind productia de seminte,

continutul de ulei in seminte si rezistenta la unii factori de stres abiotic si biotic.

Tabelul 3.15. Productia de seminte, continutul de ulei in seminte si rezistenta la principalii
factori de stres biotic si abiotic, pentru hibrizii noi de floarea-soarelui cu grad ridicat de
rezistenta la atacul parazitului O. cumana Wallr.

Productia |Continut Rezistenta la:
Hibridul|de seminte| de ulei | _ R 9 . |putregai| piatarea .
(kg/ha) (%) cadere (frangere [secetd |mana alb bruni lupoaie
HS 4183 3556 50,3 5,0 4,5 5,0 1 3 3 1
HS 2378 3950 52,7 4,5 4,5 4,5 2 3 1 1
HS 5789 3851 51,4 4,0 4,5 3,5 2 3 2 1
Neptun 3370 48,4 3,5 4,0 3,0 2 2 2 1
Flordani 3585 52,9 4,0 4,5 4,0 1 3 2 1
Favorit 3758 52,3 4,0 4,5 3,5 2 2 3 1

Astfel, s-a constatat ca acesti hibrizi realizeaza o productie de seminte de peste 3500 kg/ha,
au un continut ridicat de ulei, peste 50% si rezistentd buna la cadere, fringere si seceta. Pe langa
rezistenta la lupoaie, unii dintre hibrizi sunt rezistenti la mana, boald produsa de patogenul
Plasmopara halstedii (HS-4183) si la patarea bruna, produsa de Phomopsis helianthi (HS-2378).

Generalizand datele obtinute constatim cd prin incrucigarea unor specii salbatice de
floarea-soarelui, rezistente la atacul de lupoaie, cu specia cultivata, pot fi obtinute surse
importante de rezisten{a la atacul acestui parazit. Prin transferul genelor de rezistenta la lupoaie,
in linii valoroase de floarea-soarelui, s-au obtinut linii total rezistente la atacul parazitului, atat
linii cu androsterilitate citoplasmatica, cat si linii restauratoare de fertilitate. Hibrizii de floarea-
soarelui rezistenti la lupoaie prezintd si caracteristici valoroase, care asigura obtinerea unor

productii ridicate de saimanta si ulei de calitate superioara [20].
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3.4. Screening-ul molecular al prezentei genei Or5 in liniile de floarea-soarelui
utilizate in ameliorare

Ameliorarea rezistentei este cruciald pentru protejarea florii-soarelui de prejudiciile
cauzate de lupoaie si reprezinta o sarcina dificila, deoarece noi rase ale agentului patogen apar
continuu depasind, in cele din urma, genele de rezistentd cunoscute. Dezvoltarea liniilor
rezistente la lupoaie nu este o misiune usoard, in special din cauza multor dificultdti in a testa
rezistenta Tn conditii experimentale, unde existenta erorilor, efectele conditiilor genetice si
interactiunile genotipului cu mediul duc deseori la o selectie ineficientd. Astfel, evaluarea
rezistentei folosind marcheri ADN prezintd interes gratie fiabilitatii si rapiditatii. Contrar,
ameliordrii conventionale, orientatd pe selectia bazata pe fenotip sau pe marcherii morfologici,
selectia asistatd de marcheri moleculari este o metodd indirectd care presupune selectarea
genotipurilor purtatoare a regiunilor implicate In manifestarea caracterelor de interes (in cazul de
fata plante rezistente la lupoaie) prin marcherii moleculari [29, 89, 117].

La momentul actual, in studiul molecular al genomului florii-soarelui, o directie importanta
este identificarea unor marcheri moleculari cu ajutorul carora devine posibild asocierea
polimorfismului de ADN cu caractere valoroase in ameliorare, precum rezistenta la planta
parazita lupoaia. Din spectrul vast de marcheri moleculari identificati la moment, marcherii
SCAR posedda un potential puternic pentru aprecierea genotipurilor cu caractere valoroase,
datorita linkage-ului genetic cu locii responsabili de insusiri pretioase. Cercetarea asocierii
diferitilor marcheri SCAR cu anumite caractere ale plantelor de cultura (ex.: rezistenta la atacul
agentilor patogeni, productivitate sporita, rezistenta la frig, seceta etc., linkage genetic cu QTL
de valoare) a inceput sa fie desfasurata relativ recent in mai multe laboratoare ale lumii [15, 79,
120, 155, 157].

Au fost efectuate studii moleculare, care au avut ca scop sa carteze genele ce confera
rezistenta la rasele E si F. Gena Or5, ce conferd rezistenta la rasa E, a fost cartatd la o regiune
telomerica a grupului de linkage 3 pe harta genetica a florii-soarelui (Fig. 3.7.). Analizele QTL
(Quantitative Trait Loci - Locusul Caracterelor Cantitative) au aratat ca variatia fenotipica
pentru rasa E a fost in principal explicata de un QTL major, corespunzand genei Or5, asociata cu
caracterul de rezistenta sau sensibilitate, pe cand rezistenta la rasa F a fost explicatd de cateva
QTL cu efecte de la mic la moderat, in special, asociate cu numarul de tulpini de lupoaie pe
planta. Aceste rezultate au sugerat ca rezistenta la lupoaie in floarea-soarelui este controlata de o
combinatie de componenti calitativi specifici rezistentei la rasa, afectind prezenta sau absenta
lupoaiei, si de componenti cantitativi nespecifici rezistentei la rasa, care influenteaza numarul de

tulpini pe planta [146].
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Fig. 3.7. Harta grupului de lincaj elaborata in baza markerilor SCAR, care contine locusul
Orb5, ce confera rezistenta la rasa E de O. cumana [122].

Actualmente nu se cunoaste care este produsul genei Or5, atat la nivel de ARNm, cat si
proteind. In asemenea caz, unica solutie pentru a identifica locusul genomic al acestei gene si a
produsului sdu este depistarea marcherilor, care sunt cel mai aproape linkati cu aceastd gena.
Studii moleculare anterioare au fost in mare parte legate de cartografierea genei Or5, care
conferd rezistentd la rasa E de lupoaie. Lu Y. si colab. a identificat cinci marcheri RAPD si
SCAR semnificativ asociati de gena Or5. Marcheri RTS05, RTS28, RTS40, RTS29 si RTS41 au
fost cartografiati la 5,6, 13,6, 14,1, 21,4 si 39,4 cM, iar markerul RAPD UBC 120 660 a fost
localizat distal la o distanta de 22,5 ¢cM de la locusul Or5. Cercetatorii au asociat markerul
RTSO05 cu marcheri RFLP S009 si S010, plasandu-i in grupul de lincaj 17 (LG17) al mapet
CARTISOL RFLP [122]. Tang S. si colab. au descoperit ca Or5 este situata pe harta LG3
elaborata de Yu O. si colab. si a identificat ORS1036 ca marker apropiat linkat [171].

Intrucat rezistenta la lupoaie este introdusi in plantele cultivate de floarea-soarelui din
diferite surse, originea materialului este un factor important in ceea ce tine de modul de
mostenire si pozitia genelor de rezistentd. Pacureanu M. si colab. a constatat ca rezistenta la rasa
F poate fi controlatd fie de doua gene recesive sau de o gena dominanta in linii consangvinizate,
in functie de originea acestora [138]. Diferentele date sunt evidente la nivel molecular si adesea
este cazul in care markerul trebuie sa fie specific pentru materialul analizat [98].

Din toti marcherii de tip SCAR asociati cu rezistenta florii-soarelui fatd de lupoaie,
markerul RTS05 este cel mai apropiat - 5,6 centimorgans (cM) in aval de gena Or5 cu care,

respectiv, se mosteneste inlantuit si poseda o rata de recombinare redusa [122].
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Acest lucru permite selectarea timpurie a materialului ameliorativ printr-un screening de
prezentd/absentd a factorilor de rezistenta la O. cumana Wallr. Studiile efectuate de Lu Y. si
colaboratorii pe linii rezistente si susceptibile au demonstrat prezenta ampliconului de 650 pb,
generat de primerii specifici RTS05, doar la genotipurile rezistente. Atestarea ampliconului
respectiv se asociaza cu prezenta genei Or5, ce confera rezistenta la rasa E [11].

Reiesind din cele expuse, unul din obiectivele lucrarii date a fost identificarea markerului
RTSO05 strans lincat cu gena Or5 la diferite genotipuri de floarea-soarelui. Studiul amplificarii
mediate de perechea de primeri SCAR pe matrita de ADN genomic al 42 genotipuri de floarea-
soarelui (hibrizi si linii de perspectiva din colectia companiei AMG-Agroselect) in vederea
evidentierii locusului lincat cu gena Or5, utilizand markerul RTS05 cartat la distanta de 5,6 cM
proximal de gena rezistentei, a relevat prezenta produsului de amplificare de 650 pb la
majoritatea genotipurilor investigate (Figura 3.8, 3.9 — linii paterne, 3.10 — linii materne si
hibrizi).
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Fig. 3.8. Electroforeza produsului de amplificare (650 pb) cu primerul specific RTS05:
M — marker (100 — 1000 pb); linii paterne numerotate conventional (1 — MS-2440C; 2 — MS-2064C; 3 — MS-1942C; 4 — MS-1944C; 5 —
MS-1950C; 6 — MS-2080C; 7 — MS-1985C; 8 — MS-1995C; 9 — MS-2570C; 10 — MS-2275C; 11 — MS-3470C; 12 — MS-1920C; 13 — MS-
2555C; 14 — MS-2540C).

Analizand rezultatele obtinute Tn urma reactiei PCR cu primerii specifici mentionati s-a
constatat lipsa produsului teoretic asteptat de 650 pb la formele paterne MS — 1995C (Figura 3.8)
si MS — 2400C (Figura 3.9). Lipsa ampliconului sugereaza ca genotipurile respective nu contin
gena de rezistentd la aceasta rasa de lupoaie si deci sunt susceptibile.

In cadrul liniilor paterne MS-2570C, MS-2005C si MS-2020C, ampliconul de 650 pb s-a
evidentiat slab. Aceste date ne permit sa presupunem ca genotipurile date ce prezintd atesta

produsul de amplificare asteptat poseda gena Or5.

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 M

Fig. 3.9. Electroforeza produsului de amplificare (650 pb) cu primerul specific RTS05:
M — marker (100 — 1000 pb), linii paterne (15-22) si materne (23-28) numerotate conventional
(15 — MS-2203C; 16 — MS-2583C; 17 — MS-2400C; 18 — MS-2565C; 19 — MS-2005C; 20 — MS-2020C; 21 — MS-2090C; 22 — MS-
2550C; 23 — MS-2077A; 24 — MS-2067A,; 25 — MS-2091A,; 26 — MS-1589A,; 27 — MS-2039A,; 28 — MS-2098A).
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Testarea liniilor materne si a hibrizilor de floarea-soarelui la prezenta/absenta locusului

lincat cu gena Or5 a scos in evidentd prezenta produsului de amplificare la toate genotipurile

investigate (Figura 3.10).
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Fig. 3.10. Electroforeza produsului de amplificare (650 pb) cu primerul specific RTS05:
M — marker (100 — 1000 pb), linii materne (29-34) si hibrizi (35-42) numerotate conventional:

(29 — MS-2161A; 30 — MS-2073A; 31 — MS-2185A,; 32 — MS-2075A, 33 — MS-2036A; 34 — MS-2026A,; 35 — Codru; 36 — Dacia; 37 —

Nistru; 38 — Zimbru; 39 — Talmaz; 40 — Doina; 41 — Cezar; 42 — Oscar).

Astfel, datele obtinute ca rezultat a reactiei PCR cu primeri specifici a permis sa facem o
clasificare a genotipurilor testate la prezenta/absenta locusului lincat cu gena Or5 (Fig. 3.11) si

separarea in doud grupe: rezistente si susceptibile la rasa E de lupoaie [11].

= Rezistente
m Susceptible

Fig. 3.11. Clasificarea genotipurilor de floarea-soarelui in rezistente si susceptibile
dupa prezenta markerului RTS05.

Pornind de la rezultatele obtinute si datele existente in literatura de specialitate putem
constata ca screening-ul molecular in baza markerului SCAR a relevat prezenta genei Or5, ce
confera rezistenta la rasa E, la 40 din 42 genotipuri cercetate si lipsa acesteia la formele paterne
MS — 1995C si MS — 2400C, ce ne permite sa presupunem ca aceste genotipuri sunt susceptibile

la atacul O. cumana, rasa E.

3.5. Analiza polimorfismului genetic al germoplasmei de floarea-soarelui cu primeri RAPD
Un subiect atractiv pentru identificarea varietatii genetice si studiul germoplasmei, n

scopul valorificarii rezultatelor in programele de ameliorare a florii-soarelui a devenit utilizarea
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metodelor moleculare, inclusiv tehnica PCR-RAPD, care a fost foarte putin explorata in cadrul
florii-soarelui de cultura in Republica Moldova, dar si in lume.

Tehnica RAPD (Random Amplified Polimorfic DNA) consta in amplificarea aleatorie a
ADN polimorfic - cu primeri arbitrari. Primeri folositi pentru RAPD, au dimensiuni relativ mici
(8-12 nucleotide), o secventa arbitrarda de nucleotide, si (G + C)-a cel putin 50%. Aceasta
exclude cerinta de a obtine secventa de nucleotide din regiunea amplificata a ADN-ului, ceea ce
simplifica foarte mult analiza. Probele pentru separarea electroforetica a ADN-ului amplificat
(RAPDs) din diferite surse genetice pot fi supuse unei analize comparative pe baza carora este
determinat nivelul de similaritate genetica [111, 170].

Marcherii lincati cu genele rezistentei la O. cumana Wall. faciliteaza o selectia timpurie a
materialului ameliorativ printr-un screening de prezentd / absentd a anumitor marcheri ADN
specifici asociati cu rezistenta la O. cumana [122].

RAPD s-a dovedit a fi mult mai ridicat decat cel detectat in baza marcherilor morfo-fiziologici si
biochimici [124, 149].

Astfel, analiza RAPD, realizata la diverse linii consangvinizate si la hibrizii acestora, cu
noud primeri arbitrari a relevat prezenta a 117 de loci. Produsele PCR au fost reprezentate de
ampliconi cu lungimea de 170-2500 pb. Numarul fragmentelor amplificate a variat in functie de
primerul utilizat, fiind evidentiate 2-14 benzi. Numarul locilor polimorfe a variat pe parcursul
experientelor, fiind pusi in evidenta de la 2 la 10 loci pentru diferiti primeri si genotipuri. Studiul
spectrelor electroforetice ale ampliconilor RAPD la 42 genotipuri a evidentiat eterogenitatea
spectrelor amplificate in functie de genotip si primerul utilizat. Au fost identificati ampliconi
specifici pentru primerii OPA-11 (600 pb), OPK-17 (430 pb), OPB-03 si OPJ-03 (1500 pb) si
OPV-09 (1000, 2000 pb), care caracterizeaza genotipurile cercetate.

Analiza polimorfismului genetic cu primerul arbitrar OPA-11

In rezultatul amplificarii ADN-ului genomic cu primerul arbitrar OPA-11 s-au identificat
13 ampliconi cu marimi cuprinse intre 320 — 1960 pb. Numarul maxim de ampliconi (11)
generati de primerul mentionat s-a inregistrat la genotipul patern de floarea-soarelui MS-2275C
si MS-2540C, iar numarul minim de ampliconi (6) a fost depistat la sapte genotipuri: o forma
paterna MS-1985C, patru forme materne MS-1589A, MS-2161A, MS-2185A, MS-2026A si doi
hibrizi.

Din numarul total de ampliconi vizualizafi cei comuni sunt cei cu lungimi de 1100, 800,

570 (cu exceptia genotipului MS-1995C) si 400 pb. Analiza electroforegramei produselor de
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amplificare cu primerul arbitrar OPA-11 a demonstrat prezenta ampliconilor specifici pentru
doua genotipuri paterne MS-1995C si MS-2550C cu lungimea de 600 pb (Figura 3.12).
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Fig. 3.12. Produsele de amplificare cu primerul OPA-11.
(M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C; 2 — MS-2064C; 3 — MS-1942C; 4 — MS-1944C; 5 — MS-1950C; 6 — MS-2080C; 7 — MS-1985C;

2583, 17 MS-2400C 16 MS-2565C 10 MS-2005C; 20-MS-2020C; 21 MS-2000: 22 S 2550 23 NIS. 20774 24 NIS-2067A:
S R e R e

La majoritatea formelor paterne de floarea-soarelui, cu exceptia genotipului MS-3470C si
MS-1920C s-au evidentiat ampliconi de 760 pb, precum si la majoritatea formelor materne (MS-
2077A, MS-2067A, MS-2091A, MS-1589A, MS-2039A, MS-2098A, MS-2073A, MS-2075A) si
la cinci hibrizi Dacia, Nistru, Zimbru, Cezar si Oscar.

Banda aparentd cu lungimea de 960 pb asociatd pentru acest primer cu rezistenta la
lupoaie, conform datelor obtinute de catre Duca M. si colaboratorii [10], s-a evidentiat pentru
genotipurile paterne MS-2440C, MS-1944C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2400C si doua
genotipuri materne MS-2161A si MS-2073A. De asemenea, pentru acest primer asociat cu
rezistenta mai sunt caracteristice si benzile cu lungimea de 850 si 570 pb.

Analiza electroforegramei a permis evidentierea tuturor ampliconilor asociati cu rezistenta
florii-soarelui la lupoaie pentru trei genotipuri paterne (MS-2440C, MS-2540C si MS-2400C) si
un genotip matern MS-2161A. Astfel, putem presupune cé aceste genotipuri poseda rezistenta la
lupoaie. De asemenea, putem mentiona cd pentru genotipurile paterne MS-1944C si MS-2555C
si cel matern MS-2073 A sunt prezente doud benzi asociate cu rezistenta de 960 si 570 pb.

Ampliconul de 500 pb a putut fi evidentiat la genotipurile MS-2440C, MS-2064C, MS-
2275C, MS-3470C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2203C, MS-2583C, MS-2400C si la trei forme
materne MS-2067A, MS-2039A si MS-2098A. Acest amplicon nu a fost vizualizat nici la unul
din hibrizii supusi cercetarilor. Benzile aparente cu lungimea de 1960 si 1200 pb care au fost

depistate la o buna parte din formele materne si paterne nu au fost observate la nici un hibrid.
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Analiza dendrogramei (Figura 3.13) evidentiaza doua grupuri de linkage A si B, care la

randul lor sunt divizate In cate doud subgrupuri Al, A2 si B1, B2.
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Fig. 3.13. Dendrograma genotipurilor de H. annuus L. in baza profilelor RAPD (OPA-11).

Subgrupul Al se imparte in alte doua subgrupuri Al.1 din care fac parte cinci forme
parentale (MS-2440C, MS-2275C, MS-3470C — caracterizate ca forme mediu rezistente spre

rezistente si MS-2555C, MS-2540C — caracterizate ca forme mediu sensibile spre sensibile).

Analiza polimorfismului genetic cu primerul arbitrar OPA-02

Cercetarile axate pe amplificarea ADN-ului genomic a 42 genotipuri de floarea-soarelui,
cu primerul arbitrar OPA-02 au pus in evidenta generarea a 14 produse de amplificare care au
fost polimorfice pentru toate genotipurile analizate (Figura 3.14.). Ampliconii analizati au fost
caracterizati prin lungimi de 250 — 2500 pb. Genotipurile paterne de floarea-soarelui MS-1985C
s1 MS-2550C s-au evidentiat prin aparitia benzii de 250 pb, care a fost caracteristica pentru toate

formele materne cu exceptia MS-2098A si MS-2036A, acest amplicon lipsind in totalitate la
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formele hibride de floarea-soarelui incluse in studiu. Produsul de amplificare cu lungimea de 480
pb este comun pentru toate genotipurile de floarea-soarelui investigate cu exceptia formei
paterne MS2565C si a celei materne MS-2098A. De asemenea, benzi comune pentru toate
genotipurile au fost cele cu lungimea de 750, 1100 si 2500 pb (exceptie forma paterna MS-
1995C).
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Fig. 3.14. Produsele de amplificare cu primerul OPA-02.
(M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C; 2 — MS-2064C; 3 — MS-1942C; 4 — MS-1944C; 5 — MS-1950C; 6 — MS-2080C; 7 — MS-1985C;
8 — MS-1995C; 9 — MS-2570C; 10 — MS-2275C; 11 — MS-3470C; 12 — MS-1920C; 13 — MS-2555C; 14 — MS-2540C; 15 — MS-2203C; 16 — MS-
2583C; 17 — MS-2400C; 18 — MS-2565C; 19 — MS-2005C; 20 — MS-2020C; 21 — MS-2090C; 22 — MS-2550C; 23 — MS-2077A; 24 — MS-2067A;
25— MS-2091A,; 26 — MS-1589A; 27 — MS-2039A; 28 — MS-2098A; 29 — MS-2161A; 30 — MS-2073A; 31 — MS-2185A; 32 — MS-2075A; 33 —
MS-2036A; 34 — MS-2026A; 35 — Codru; 36 — Dacia; 37 — Nistru; 38 — Zimbru; 39 — Talmaz; 40 — Doina; 41 — Cezar; 42 — Oscar).

Formele paterne MS-2275C, MS-2203C, MS-2565C, MS-2005C, MS-2020C si MS-2550C
S-au caracterizat, in special, prin relevarea ampliconului specific cu lungimea de 1500 pb, care
nu a fost depistat nici pentru o forma materna sau hibrid. Este de mentionat faptul ca produsul de
amplificare cu lungimea de 1400 pb a fost evidentiat la toate formele materne studiate, la toti
hibrizii si la majoritatea formelor paterne (cu exceptia genotipului MS-2275C, MS-2565C, MS-
2020C si MS-2550C). Spectrele electroforetice investigate in cazul amplificarii probelor de
ADN genomic a florii-soarelui cu primerul arbitrar OPA-02 a mai relevat faptul ca ampliconul
de 440 pb este caracteristic pentru toti hibrizii investigati, majoritatea formelor materne (exceptie
fiind forma MS-2067A si MS-1589A) si doar 11 forme paterne (MS-2440C, MS-1944C, MS-
1950C, MS-2080C, MS-1985, MS-1995C, MS-2570C, MS-2203C, MS-2005C si MS-2550C).

Distanta genetica intre genotipurile supuse cercetdrilor, stabilita in baza matricei
distantelor genetice este reprezentatd sub forma unei dendrograme din Figura 3.15. Analiza
dendrogramei releva prezenta a douad clustere mari A si B. Grupul A se imparte in doud subgrupe
Al alcatuit la randul sau din alte 2 subgrupe Al.1 (s-au grupat doua forme paterne medii
rezistente spre rezistente MS-2440C si MS-3470C, patru forme paterne medii sensibile spre
sensibil MS-2583C, MS-2090C, MS-2555C si MS-2400C, forma maternda MS-2098A si hibridul
Doina mediu rezistente spre rezistente) si A1.2 si subgrupul A2 in care s-au grupat trei forme
parentale MS-2275C, MS-2020C si MS-2565C. Grupul B este cel mai mare si reuneste alte doua
subgrupuri B1 si B2.
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Fig. 3.15. Dendrograma genotipurilor de H. annuus L. in baza profilelor RAPD (OPA-02).

Subgrupul B1 este foarte variat si reuneste atat forme parentale, cat si forme materne si toti
hibrizii inclusi In studiu cu exceptia hibridului Doina aldturat grupului A. Din subgrupul B2 fac
parte doud forme paterne MS-2540C, aliniata in subclusterul B2.1.1 si unicul genotip aliniat in
subclusterul B2.2 care este forma paternd mediu sensibila spre sensibild - MS-2005C. In rest in
acest subgrup sunt patru forme materne rezistente (MS-2077A, MS-2067A, MS-2039A si MS-
2075A) o forma mediu rezistentd spre rezistentd (MS-2091A) si hibridul mediu rezistent spre
rezistent — Cezar.

Genotipurile paterne de floarea-soarelui MS-2540C, MS-2400C si hibrizii Codru si Dacia
s-au remarcat prin numarul maxim de produse de amplificare (14). Spectrul electroforetic al
formei paterne MS-2440C a fost determinat prin prezenta unui numar minim de ampliconi

generati (8).
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Analiza polimorfismului genetic cu primerul arbitrar OPK-17

Analiza profilelor RAPD obtinute prin amplificarea probelor de ADN genomic al florii-
soarelui cu primerul arbitrar OPK-17 a generat un numar total de 15 produse de amplificare care
au fost polimorfice pentru toate genotipurile analizate. Ampliconii investigati au fost

caracterizati prin lungimi de 170 — 1900 pb (Figura. 3.16).
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Fig. 3.16. Produsele de amplificare cu primerul OPK-17.

(M — markerul masei moleculare, 1 — MS-2440C; 2 — MS-2064C; 3 — MS-1942C; 4 — MS-1944C; 5 — MS-1950C; 6 — MS-2080C; 7 — MS-1985C;
253G, 17 VIS.24000: 15 MS-2565C; 19 MS.20050 20 MS.2020C: 21 MS-2080C 22 NIS.2550C: 23 WS 207TA: 20 MS-2067A:
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Din numarul total de ampliconi vizualizati, cei comuni pentru toate genotipurile investigate
s-au dovedit a fi cu lungimea de 440, 800, 880 si 1900 pb (cu exceptia genotipurilor materne
MS-2161A si MS-2073A). De asemenea, fragmentele de ADN cu lungimea de 420 pb au fost
atestate la majoritatea genotipurilor studiate (cu exceptia formelor paterne MS-2440C, MS-
2203C si formelor materne MS-2039A, MS-2098A).

Pentru genotipurile paterne de floarea-soarelui MS-2540C si MS-2203C, materne MS-
2039A, MS-2098A si MS-2036A si formele hibride Codru, Dacia, Zimbru si Talmaz a fost
inregistratd prezenta ampliconului specific cu lungimea de 430 pb.

De mentionat este faptul cd produsul de amplificare cu lungimea de 560 pb a fost
evidentiat pentru majoritatea formelor paterne (lipseste la MS-2203C, MS-2583C), pentru cinci
forme materne (MS-2067A, MS-2091A, MS-1589A, MS-2039A si MS-2075A) si hibrizii Nistru
si Oscar. De asemenea, la toate formele materne cu exceptia genotipului MS-2098A, la toti
hibrizii si la o parte din formele paterne (MS-2064C, MS-1944C, MS-1950C, MS-1995C, MS-
1920C, MS-2555C, MS-2540C, MS-2203C, MS-2583C, MS-2400C, MS-2565C, MS-2005C) a
fost caracteristica evidentierea produsului de amplificare cu lungimea de 680 pb, care conform
datelor din literatura de specialitate se asociaza cu rezistenta la lupoaie. Spectrele electroforetice
au relevat pentru toate formele hibride produse de amplificare cu lungimi de 290, 1200 s1 1530
pb. Aceste produse au fost intdlnite si la majoritatea formelor materne.

Generalizand datele obtinute mentiondm ca analiza clusteriand a permis sd determinam

similaritatea genetica si gradul de 1inrudire a genotipurilor cercetate de floarea-soarelui.
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Clusterizarea genotipurilor dupa ampliconii RAPD a grupat genotipurile de floarea-soarelui (linii
parentale si hibrizi) In functie de rezistenta acestora, rezultatele obtinute confirmand posibilitatea
utilizarii analizei RAPD 1n studiul polimorfismului genetic la diverse genotipuri si aplicabilitatea

acesteia in programele de ameliorare la floarea-soarelui.

3.6. Evaluarea unor hibrizi experimentali si comerciali de floarea-soarelui privind
rezistenta la lupoaie

Evaluarea materialului ameliorativ (linii, populatii, soiuri, hibrizi) privind rezistenta la
atacul O. cumana prezintd un mare interes pentru evidentierea reactiei acestuia la atacul
parazitului, in vederea stabilirii modului de utilizare in programul de ameliorare, tindnd cont de
impactul parazitului asupra culturii de floarea-soarelui, precum si pentru identificarea unor surse
de rezistentd, care vor putea fi utilizate ca donor de gene. De mentionat, inclusiv importanta
testarii anuale, in zonele cele mai infestate cu parazitul lupoaia, a hibrizilor comerciali de
floarea-soarelui, astfel fiind posibila elaborarea unor recomandari privind cultivarea acestora in
zone de acest tip, luand in calcul evolutia virulentei parazitului, cat si pierderea treptata a
rezistentei hibrizilor. In acest context, studiile ulterioare au fost axate pe evaluarea unui sir de
hibrizi experimentali si comerciali din colectia INCDA Fundulea si AMG-Agroselect.

Genotipurile de floarea-soarelui au fost testate privitor rezistentei la lupoaie in conditii de
infestare naturald, in camp, in diferite zone din tara, cat si in conditii de infestare artificiala in
serd si in casa de vegetatie. Testdrile unui set de hibrizi comerciali s-au realizat in anul 2012 si
2013, in trei zone diferite din Romania, infestate cu lupoaie.

In studiu au fost inclusi 9 hibrizi si 2 forme-martor ce poseda rezistentd, precum si martori
de sensibilitate. Testarile efectuate in zona Tulcea au scos in evidenta un grad ridicat al atacului
parazitului, cu valori maxime in cazul martorului sensibil (peste 60%) si un atac diferit pentru

diferite genotipuri, in functie de gradul lor de rezistenta (Figura 3.17.).
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Fig. 3.17. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi de floarea
soarelui, in zona Tulcea, in anul 2012.
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Cel mai mic grad de atac I-a prezentat hibridul PR64A71, urmat de hibridul Codru.
In cazul testdrii genotipurilor de floarea-soarelui in conditiile din zona Ialomita (Figura
3.18.), gradul de atac al parazitului a fost mult mai scazut, comparativ cu zona Tulcea, doar

pentru martorul de sensibilitate, atacul fiind similar.
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Fig. 3.18. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi de floarea soarelui,
in zona lalomita, in anul 2012.

Zimbru. Un numar mare de hibrizi au fost total rezistenti, in aceastd zona fiind prezente doar
primele sase rase ale parazitului (A-F).

Rezultatele testarilor din zona Constanta, prezentate in figura 3.19, au pus in evidenta un
numdr mare de hibrizi sensibili, trei hibrizi (martorii rezistenti si hibridul Codru) manifestand

rezistentd. Martorul de sensibilitate a prezentat cel mai mare grad de atac (peste 70%).
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Fig. 3.19. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi de floarea soarelui,
in zona Constanta, in anul 2012.
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Setul mentionat de hibrizi a fost analizat in aceleasi localitati si in anul 2013. Rezultatele
sunt reflectate in figurile 4.20-4.22. In Figura 3.20. sunt prezentate rezultatele testirii in zona
Tulcea. S-a constatat ca toti hibrizii sunt atacati, gradul de atac fiind usor mai scazut comparativ
cu anul 2012. Cel mai putin a fost atacat hibridul PR64A71, care a prezentat un grad de atac mai

mic de 5%. Un nivel scazut al atacului a fost remarcat si in cazul hibridului Codru.
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Fig. 3.20. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi de floarea soarelui,
in zona Tulcea, in anul 2013.
Conform datelor obtinute in zona lalomita, in anul 2013 (Figura 4.21.), gradul de atac a
fost de asemenea mai mic comparativ cu anul 2012, cei mai atacati fiind hibrizi: HS 3912, HS
3434, HS 4206 si Zimbru. Hibrizii Codru, Sandrina, Favorit, Neptun, LG 5631 si PR64A71 au

fost total rezistenti.
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Fig. 3.21. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi de floarea
soarelui, in zona Ialomita, in anul 2013.
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Investigatiile efectuate pe campurile din Constanta (Figura 3.22.) au demonstrat
sensibilitatea hibrizilor la rasele prezente in aceasta zona, astfel cd niciun hibrid, inclusiv
martorii de rezistentd, nu este total rezistent. Gradul de atac este mai scazut si in acest caz,

comparativ cu anul 2012.

70

60

50

40

30

Infestare lupoaie (%)

20 A

10

O_

SANDRINA
FLORISUN
Martor sensibil

Hibrizi

Fig. 3.22. Gradul de atac al parazitului lupoaia, asupra unui set de hibrizi 12 hibrizi
de floarea-soarelui, in zona Constanta, in anul 2013.

In scopul evaludrii comportamentului unor hibrizi experimentali fati de parazitul care
dezvolta destul de rapid forme noi cu virulenta sporita, in anii 2012 si 2013 au fost efectuate
testari pentru un numar de 25 genotipuri de floarea-soarelui, in zonele Braila si Tulcea (Tabelul
3.16, 3.17).

Majoritatea hibrizilor analizati au fost semnificativ infectati cu lupoaie In ambele regiuni,

printr-un grad mai inalt de atac remarcandu-se variantele cultivate pe campurile din Tulcea
(Figura 3.23, 3.24.).

Fig. 3.23. Plante de floarea-soarelui afectate de lupoaie (regiunea Braila).
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In zona Briila, in anul 2012, gradul de atac a fost mai ridicat, comparativ cu anul 2013

(Tab. 3.16).

Tabelul 3.16. Rezultate privind atacul de lupoaie (O. cumana Wallr.)
asupra unor genotipuri de floarea-soarelui, Briila

Nr. total de plante floarea- |Nr. plante lupoaie/o planta Grad de atac
l\_lr. soarelui/parcela de floarea-soarelui (%)
varianta 5,15 2013 2012 2013 2012 2013
1 33 30 0 0 0 0
2 31 30 0 0 0 0
3 31 29 0 0 0 0
4 29 28 17-20 5-6 31,4 10,7
5 30 31 0 0 0 0
6 32 34 0 0 0 0
7 30 34 0 0 0 0
8 34 33 11-14 3-4 27,7 17,4
9 30 33 8-9 2-3 24,9 11,7
10 28 34 1-2 0-1 5,8 3.2
11 30 31 0 0 0 0
12 32 32 3-4 0-1 3,7 0,9
13 33 34 7-8 1-2 11,7 1.8
14 30 33 1-2 0-1 1,9 0,2
15 30 31 8-9 2-3 19,6 8,5
16 29 31 6-7 2-3 22,8 10,8
17 32 33 0 0 0 0
18 30 31 17-18 11-12 38,4 25,7
19 33 30 19-20 10-12 51,4 33,4
20 28 30 2-3 0-1 4,9 0,8
21 27 30 14-15 9-10 38,9 28,5
22 34 32 1-2 0-1 3,2 1,4
23 31 33 4-5 1-2 7,3 3,5
24 30 34 0 0 0 0
25 32 33 1-2 0-1 4,1 1,7
Martor 33 34 23-24 12-14 100 100

73




Acest fenomen s-a manifestat in toate cazurile, datorita faptului cd, dupa cum s-a
mentionat anterior, anul 2013 a fost un an mai ploios si atacul parazitului s-a manifestat mai
putin. S-a constatat prezenta a 9 hibrizi experimentali total rezistenti, in zona data, in ambii ani.

Conform rezultatelor testarii din zona Tulcea (tabelul 3.17) in anul 2013 au fost puse in

evidenta 3 genotipuri total rezistente si 4 genotipuri cu grad foarte scazut, de atac.

Tabelul 3.17. Rezultate privind atacul de lupoaie (O. cumana Wallr.) asupra unor
genotipuri de floarea-soarelui, infestare naturala, Tulcea

Nr. total plante floarea- Nr. plante lupoaie/o planta de Grad de atac
Nr. soarelui/parcela floarea-soarelui (%)
varianta
2012 2013 2012 2013 2012 | 2013
1 44 44 8-10 4-5 21,7 7,9
2 41 41 12-14 10-12 67,3 20,4
3 40 40 1-2 0 3,7 0
4 42 42 28-30 21-22 100 41,8
5 39 39 0-1 0 1,3 0
6 41 41 4-6 3-4 9,7 8,5
7 40 40 8-9 8-9 48,3 31,4
8 38 38 10-12 12-14 52,8 40,7
9 42 42 21-22 14-15 100 100
10 42 42 12-14 11-12 44,6 29,7
11 40 40 8-10 5-6 18,9 14,2
12 43 43 8-10 7-8 27,5 11,3
13 44 44 4-6 3-4 11,8 5,4
14 40 40 1-2 1-2 7,9 19
15 38 38 7-8 4-5 21,9 15,6
16 40 40 6-7 6-7 45,7 25,8
17 44 44 2-3 1-2 3,2 1,7
18 42 42 12-14 10-12 45,5 31,7
19 41 41 18-20 14-16 100 100
20 39 39 4-5 4-5 22,3 10,4
21 38 38 21-22 14-15 100 100
22 41 41 2-3 2-3 9,7 3,2
23 40 40 7-9 5-6 22,7 18,9
24 42 42 1-2 0 2,7 0
25 40 40 1-2 1-2 7,6 4,1
Martor 44 31-33 28-30 100 100
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Aceleasi genotipuri, testate in anul 2012 au prezentat un comportament diferit. Astfel, nici
unul din genotipurile evaluate nu a fost total rezistent, manifestind un grad de atac scazut,
cuprins intre 1,3 si 3,7%. S-a inregistrat o crestere cu 3-14%, sau chiar mai mult, in cazul unor
genotipuri.

Investigatiile ulterioare au fost axate pe evaluarea unor hibrizi de floarea-soarelui creati in
cadrul INCDA Fundulea si AMG-Agroselect (hibrizii Codru si Zimbru), precum si hibrizi cu
grad ridicat de rezistentd apartindnd unor companii producatoare de material semincer, in
conditii de infestare artificiald cu seminte de lupoaie colectate in anul 2013 din Republica
Moldova si zonele Braila, Constanta si Tulcea, Romania (Tabelul 3.18).

Hibrizii inoculati cu probe de lupoaie din zona Bréila au avut un grad de atac relativ scazut

(Tabelul 3.18), cei mai rezistenti fiind hibrizii Codru si LG 5661.

Tabelul 3.18. Testarea unor genotipuri de floarea soarelui,
in conditii de infestare artificiala, Fundulea, 2013

Populatii de lupoaie/ Grad de atac

Genotipul Briila Constanta Tulcea Republica Moldova

(%) (%) (%) (%)
Favorit 8,7 29,6 30,4 14,6
Codru 1,1 3,3 59 2,8
Zimbru 47,3 50,4 45,3 48,6
LG 5631 1,8 3,8 4,2 4,0
PR64A71 2,7 11,3 13,9 12,6
LG 5661 0,6 6,2 5,4 5,0
PR64LE25 27,4 33,4 30,6 29,5
Performer 69,5 71,4 70,9 67,8

Comparativ cu populatiile de lupoaie provenite din Braila, cele din Tulcea au determinat
un grad de atac mai ridicat, acesta prezentand valori de la 4,2% la 70,9%. Hibrizii Codru si LG
5661 care in zona Braila erau considerati drept rezistenti au manifestat un nivel al atacului ce a
atins cote de peste 5%. O situatie similard a fost depistata si Tn cazul populatiilor din zona
Constanta.

La probele inoculate cu lupoaie din Republica Moldova, cu exceptia hibridului Favorit care
a prezentat un grad de atac mai scazut, comparativ cu zonele Tulcea si Constanta, din Romania,

rezultatele obfinute sunt analoge celor urmarite in variantele enuntate.
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3.7. Concluzii la capitolul 3.

S-a constatat cd parazitul lupoaia evolueaza rapid, noile populatii foarte virulente fiind
intalnite in prezent in cultura florii-soarelui din Republica Moldova, Romania, Rusia, Spania si
Turcia. Populatiile de lupoaie ale aceleiasi rase ale parazitului difera dupa intensitatea atacului in
limita diferitor zone ale aceleiasi tari. Virulenta parazitului O. cumana se manifesta diferit, in
cazul liniilor de floarea-soarelui androsterile, linia mentinatoare (B) fiind mai mult atacata,
comparativ cu forma sterild (A).

A fost elaboratd o metoda eficientd de diagnosticare precoce a atacului parazitului, ce
permite trierca rapida si eficientd a materialului de ameliorare privind rezistenta la atacul
lupoaiei si stabilirea virulentei acesteia.

Determinismul genetic in cadrul genotipurilor de floarea-soarelui rezistente la noile
populatii ale parazitului lupoaia este diferit de cel din cadrul genotipurilor rezistente pana la rasa
F inclusiv, unde rezistenta este controlatd de o singurd gend dominantd. Liniile de floarea-
soarelui care posedd rezistentd geneticd la aceste populatii noi ale parazitului nu asigura
rezistenta totalda hibrizilor, decat in situatia in care ambele forme parentale ale acestora sunt
rezistente.

La incrucisarea unor specii salbatice de floarea-soarelui, rezistente la atacul de lupoaie, cu
specia cultivata, s-au obtinut surse importante de rezistentd. Prin transferul genelor de rezistenta
la lupoaie, in linii valoroase de floarea-soarelui, s-au obtinut linii total rezistente la atacul
parazitului, atat linii cu androsterilitate citoplasmatica, céat si linii restauratoare de fertilitate.
Hibrizii de floarea-soarelui rezistenti la lupoaie prezintd inclusiv caracteristici valoroase, care
asigura obtinerea unor productii ridicate de samanta si ulei.

Screening-ul molecular in baza markerului SCAR a permis identificarea unor genotipuri cu
rezistentd geneticd la rasa E de lupoaie, clasificarea germoplasmei in trei grupe distincte dupa
gradul de rezistentd, precum si modul de mostenire a noilor gene OFr.

Clusterizarea genotipurilor de floarea-soarelui (linii parentale si hibrizi) dupa ampliconii
RAPD a permis gruparea acestora in functie de rezistenta, rezultatele obtinute confirmand
posibilitatea utilizarii analizei RAPD 1in studiul polimorfismului genetic la diverse genotipuri si
aplicabilitatea acesteia in programele de ameliorare la floarea-soarelui.

Au fost obtinute date noi privind rezistenta la lupoaie a unor hibrizi experimentali si
comerciali de floarea-soarelui in conditii de infestare naturald in diverse zone cu infectie

persistenta.
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4. INFLUENTA PARAZITULUI Orobanche cumana Wallr. ASUPRA UNOR
ELEMENTE DE PRODUCTIE SI DE CALITATE LA FLOAREA-SOARELUI

Conform datelor prezentate de Ministerul Agriculturii si Industriei Alimentare suprafata
ocupata de floarea-soarelui in ultima perioada a constituit intre 226 mii si 385 mii hectare (Figura
4.1.), ceea ce depaseste cu mult cota limitd a acestei culturi in asolamente [1, 71]. Cresterea
spectaculoasa a suprafetelor cultivate cu floarea-soarelui se explica prin cererea inalta existenta pe
piatd, stabilitatea productiei datorata tolerantei sporite a culturii la seceta si, respectiv, posibilitatea
de a obtine venituri anuale stabile din realizarea semintelor, precum si implicarea fabricilor de ulei

in cultivarea si subventionarea florii-soarelui.
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Fig. 4.1. Suprafata insamantata si roada medie de floarea-soarelui in Republica Moldova [21].

De remarcat nsa cd, concomitent cu majorarea suprafetelor de insamantare are loc, adesea,
micsorarea semnificativa a recoltei de floarea-soarelui fapt ce se datoreaza, in mare parte, extinderii
si exploatarii iraionale a terenurilor care a condus la agravarea situatiei fitosanitare si nerespectarea
asolamentelor, parcelarea excesiva a terenurilor cu aplicarea tehnologiilor agricole simplificate;
excluderea utilizarii fertilizantilor, inclusiv a mranitei, subestimarea mijloacelor chimice de
protectie contra bolilor si daunatorilor; cultivarea in republica a hibrizilor si soiurilor de import, care
nu au trecut testarile stiintifice si de productie prevazute de actele normative n vigoare; utilizarea
pentru semanat a semintelor cu calitai biologice inferioare, procurate de la firme neautorizate;
uzarea fizica a masinilor agricole de semanat, din cauza careia in gospodarii deseori se seamana cu
norme de semadnat sporite, cu aranjarea neuniforma a plantelor in randuri, incorporarea intarziata a
semintelor, cu mari abateri de la termenii optimi; incalcarea termenelor de recoltare; cresterea

pierderilor excesive in timpul recoltdrii din lipsa tehnicii corespunzatoare.
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Nerespectarea asolamentelor determind cresterea evidentd a frecvenfei si agresivitatii
patogenilor [1, 9, 71] specifici culturii, precum fungii miceliali Plasmopara halstedii, Puccinia
helianthi, Sclerotinia sclerotiorum, Septoria helianthi, Verticillium dahliae, angiosperma parazita
Orobanche cumana [15, 79, 128, 150, 165, 166] etc. Tinand cont de cele expuse, este necesar de
planificat In programul de dezvoltare a agriculturii reducerea suprafetelor ocupate de floarea
soarelui, stabilind un nivel de 70 mii de hectare, cu o productie medie de 2-3,0 t/ha si o productie
totald de 140-200 mii tone [23]. Totodatd este necesara amplasarea acestei culturi cu respectarea
stricta a cerintelor asolamentelor.

Strategia de dezvoltare a agriculturii prognozeaza ca in viitor suprafetele cultivate cu floarea-
soarelui vor creste in continuare, insd intr-un ritm mai scdzut, tendinta generala fiind de stabilizare a
suprafetelor, datorita restrictiilor tehnologice (ponderea in structura culturilor) si implementarii unor
hibrizi noi rezistenti la atacul agentilor fitopatogeni, cu performante productive si calitative ridicate.

Productivitatea este o insusire complexa, care exprima capacitatea intregului organism de a
produce cat mai mult, in conditii variabile de mediu si culturd. De aceea, toate caracterele care
conditioneaza, direct sau indirect, obtinerea unei productii mari de seminte, constituie obiective
importante ale programelor de ameliorare la floarea-soarelui. Componentele de baza ale
productivitatii de seminte de floarea-soarelui sunt: numarul de seminte pe planta, masa hectolitrica
si masa a 1000 boabe [93]. Numarul de seminte per plantd, care influenteaza productia de seminte,
depinde de diametrul calatidiului, dar si de rata de seminte pline.

In acest context, este foarte important si se cunoasca influenta a diferiti factori asupra acestor
indici, inclusiv efectul parazitului O. cumana. Se stie ca actiunea holoparazitului lupoaia asupra
florii-soarelui poate fi foarte diferita, de la lezarea non-vizibila a tesuturilor vegetale si stagnarea
dezvoltarii plantei-gazda pana la moartea acesteia. O. cumana reduce biomasa genotipurilor
susceptibile in proportie de 50%, pierderea fiind compensata de biomasa parazitului [30, 114].
Principalii indici afectati de patogen sunt indltimea plantei, diametrul calatidiului, numarul de
seminte per calatidiu, confinutul de lipide si proteine in seminte etc. [49, 77, 82]. Pierderile de
randament variaza esential in functie de agresivitatea lupoaiei si conditiile climatice. Astfel, o
usoara manifestare a infectiei poate reduce productia cu 5-20%, o infectie medie - cu 20-50% [69,
151], iar una cu nivel puternic intre 80-90% [120].

Pornind de la aceste considerente au fost studiati un sir de indici de productivitate, precum
talia plantei, diametrul calatidiului, numarul de seminte pline per capitul, masa a 1000 de seminte si
masa hectolitrica la 17 hibrizi comerciali i experimentali de floarea-soarelui din Republica
Moldova si Romaénia. Cercetarile au fost realizate pe parcursul a doi ani (2012- 2013) in campuri
neinfestate si in conditii de infestare naturald cu diferite grade de virulentd ale parazitului din
aceleasi zone agricole.
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4.1. Talia plantei

Evaluarea taliei diferitor hibrizi de floarea- soarelui, in lipsa infectiei, pe parcursul a 2 ani
(2012, 2013) pune in evidenta valori ce variaza in limita de 144-178 cm, cu nivel maxim marcat
de hibridul Performer si minim de genotipul HS 5822. De remarcat ca in anul 2012, hibrizii
analizati au prezentat valori mai inalte ale taliei, cuprinse preponderent in intervalul 167-178 cm,
comparativ cu anul 2013 cu o valoare medie de 160 cm.

Pe de alta parte, valorile gradului de infestare cu lupoaie au fost mai scazute in anul 2013,
comparativ cu anul 2012, ceea ce se datoreaza faptului ca in anul 2013, cantitatea de precipitatii

a fost mai inalta, iar in conditii de umiditate ridicata, parazitul lupoaia se dezvolta mai lent

(Figura 4.2).

80

Gradul de atac, %

Fig. 4.2. Gradul de infestare cu Orobanche cumana Wallr. a diversi hibrizi
de floarea-soarelui, 2012-2013.

Din cei 17 hibrizi inclusi in cercetare, un grad ridicat de infestare cu lupoaie, in ambii ani,
au prezentat hibrizii Doina, Performer, HS 4380, HS 5540 si hibridul Milenium, acesta din urma
manifestdnd un grad de toleranta la atacul parazitului, dupa cum reiese din studiul efectuat. Cel
mai scazut grad de infestare cu lupoaie |-au prezentat hibrizii LG 5661, Codru, Robia, HS 5742,
HS 5822 51 HS 5651. Hibridul PR64A71 a constituit martorul de rezistenta, incidenta gradului de
infestare cu lupoaie fiind foarte scazut (1,9% — 2013 si, respectiv, 4,7% in 2012) (Figura 4.2).

Tindnd cont de cele expuse in lucrare sunt reflectate mai detaliat valorile indicilor de
productivitate obtinute in anul 2012, datele din 2013 servind in special pentru confirmarea sau
infirmarea corelatiilor urmarite.

Conform datelor din anul 2013 (Figura 4.4), lupoaia nu a influentat inalfimea plantei,
aceasta variind in limitele de 149-172 cm in lipsa infectiei si 152-177 cm in prezenta acesteia. in
baza rezultatelor prezentate in Figura 4.4. se constata ca la majoritatea hibrizilor analizati, in caz
de infectie, valorile parametrului dat sunt la nivelul celor remarcate in lipsa infectiei sau le

depasesc neesential, pe cand 1n anul 2012 (Figura 4.3) acest indice a scazut in medie cu 10%.
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HS 4879
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nu au fost observate corelatii dintre gradul de atac si talia plantei. Astfel, desi s-a marcat un grad

de infestare destul de inalt (33,7-60

b

,4%), parametrul analizat a fost influentat

asupra taliei plantei de floarea-soarelui, anul 2013.
HS 4380

Cel mai mult au fost afectati hibrizii HS 5436, HS 5540, Doina si Performer, care
Lipsa corelatiilor dintre talia plantei si gradul de atac cu lupoaie au fost constatate de

In cazul hibrizilor HS 5651,

Fig. 4.4. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturald)

prezentand valori cuprinse intre 140-145 cm, comparativ cu 168-178 cm inregistrate in variantele

cultivate pe campuri lipsite de infectie, indica o scadere de 15-21%. Diminuarea maxima a taliei
plantei (21%) a fost constatatd la hibridul Performer, care este sensibil la actiunea parazitului

lupoaiea si a manifestat cel mai inalt grad de infectare (70,8% in 2012 si 69,4% in 2013).

Louarn J. si coautorii in cadrul analizei unei linii de floarea-soarelui [120].

(pana la 10%) sau deloc.




4.2. Masa hectolitrica si masa a 1000 boabe

A fost studiatd influenta atacului parazitului lupoaia, in conditii de infestare naturala,

asupra masei hectolitrice si masei a 1000 de boabe, pe parcursul a doi ani (2012 si 2013).

Valorile privind parametrul masa hectolitrica au variat in limitele de 32,0-43,7 kg in lipsa

infectiei si 25,3-40,7 kg 1n prezenta acesteia, productivitatea maxima fiind prezentata de hibridul

HS 5936 (Figura 4.5).
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Fig. 4.5. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare

naturald) asupra masei hectolitrice a semintelor de floarea-soarelui, anul 2012.
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(Figura 4.6), corespunzitor. In anul 2013 indicele analizat varia intre 35,0-43,7 kg in lipsa

infectiei si 30,0-40,7 kg in prezenta acesteia, prezentind diminuari mai majore — 11,5 si,

respectiv, 16,6%, in cazul hibrizilor HS 5436 si Performer.

=

Gradul de infaster

&

TR InEctie

i

=

T ips inSci

e E-JI._ AppEpreELyy

AEEBERFRAS o

Wy Wy =R =]
] = m o 4 Fq o=

B AR sy vy

[ LY
A s el B
HEERNEEEN
R s I s T B
HEEENER
e R S TRIS R
HEEErEN
RN e IR A TR
HEEEEEN
i Sttt et = TR e
HEEEEEN
R R I IR e |
HEEEEEN
B A ] LTI L]
1'.....
bR ] TLLLIO L ]
=l L] ]
B S TLLLLIL
e L L]
= AR B E TR T
HRENEEN
B L s
HEEEEEN
= o B =T
HEAN N NN
e Bt S
ENEEEN
e 1505 91
OFs S
S SER Bl

Fig. 4.6. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturala)
asupra masei hectolitrice a semintelor de floarea-soarelui, anul 2013.
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In anul 2012 au fost afectati, in special, hibrizii Doina (cu valori de 25,3 kg fata de 37,0 kg,
respectiv, ce constituie o scadere de 23,0%), HS5436 (26,4 si 33,7 kg corespunzator — 21,7%),
HS 4380 (21,9%) si HS 5540 (20,3%). Hibrizii mentionai se remarcd, inclusiv prin
susceptibilitate sporita fata de parazitul lupoaie, gradul de infestare variind intre 48,5-60,4%.

La hibridul Performer cu cel mai inalt nivel de atac masa hectolitrica a fost insa influentata
intr-o masurd mai mica, constituind 31,3 kg fatd de 37,0 kg in anul 2012 si, respectiv, 32,2,
comparativ cu 38,6 kg in 2013, diminuarea fiind in jur de 15%.

Masa a 1000 seminte a inregistrat, la fel, valori din cele mai scazute, in cazul unui grad
ridicat de infestare (Figura 4.7, 4.8). In anul 2012, masa a 1000 seminte a constituit valori
scazute in conditii de infestare cu lupoaie, comparativ cu conditii de lipsd de infestare,
constituind in mediu 58,6 g, fatd de 65,2 g. Indicii inferiori au fost obtinuti pentru hibrizii HS
5651 — 50,7 g in prezenta infectiei, fatd de 59,7 g in prezenta acesteia; HS 5436 — 43,4, fatd de
60,3 g; HS 5540 — 40,8, comparativ cu 61,5 g si Doina cu valori de 52,4 si, respectiv, 68,1 g,
pierderile variind intre 15-33,7%, cu maxim la hibridul HS 5540 (33,7%), urmat de HS 5436
(28,0%).
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Fig. 4.7. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturald)
asupra masei a 1000 seminte de floarea-soarelui, anul 2012.

Hibridul sensibil Performer a prezentat valori ale 1000 seminte de 61,7 g In prezenta
infectiei, fatd de 69,1 1n lotul lipsit de infectie, pierderile fiind de cca 10%.

In anul 2013, parametrul masa a 1000 boabe in conditii de infestare a fost cel mai mult
afectat pentru hibrizii: HS 5540 — 59,7, fata de 74,2 g; HS 4879 — 60,7 si 70,4 g, corespunzator;
Doina — 63,0 si, respectiv, 72,0 g si HS-5936 cu valori de 61,2 comparativ cu 72,4 g, diminuarea
constituind 12,5 -19,5% (Figura 4.8.).
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Fig. 4.8. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturala)
asupra masei a 1000 seminte de floarea-soarelui, anul 2013.

In cazul hibridului Milenium, care s-a caracterizat printr-un grad ridicat de infestare cu
lupoaie, valorile masei hectolitrice si masei a 1000 seminte, iIn ambii ani, nu au prezentat
diferente majore, comparativ cu varianta neinfectata.

Astfel, masa hectolitrica a unor genotipuri de floarea-soarelui scade semnificativ in
conditiile unui grad de atac puternic al parazitului. Valorile obtinute diferd de la un genotip la
altul, unele dintre ele, tolerante, mentinandu-si nivelul acestor caracteristici chiar si in conditiile
unui atac puternic al parazitului. Masa a 1000 boabe este influentata de atacul parazitului O.

cumana, valorile cele mai scazute inregistrandu-se la hibrizii sensibili la atacul parazitului.

4.3. Diametrul calatidiului si rata semintelor pline per calatidiu

Rezultatele privind influenta atacului parazitului asupra parametrilor diametrul calatidiului
si rata de seminte pline per calatidiu sunt prezentate in Figura 4.9-4.12.

S-a constatat ca acesti indici sunt puternic influentati de atacul de lupoaie. Astfel, in cazul
unui grad ridicat de atac s-au inregistrat diminuari esentiale — de pana la 40% (2012), respectiv,
23% (in medie pentru 2012 si 2013) in cazul hibridului susceptibil Performer (Figura 4.9, 4.11).
Pierderi semnificative de productivitate (19%) la hibridul Performer, lipsit de gene de rezistenta,
au fost raportate si de Pricop S.-M. si coaut. [151].

Printr-o diminuare esentiald a nivelului parametrilor analizati se distinge si hibridul
susceptibil Doina care prezintd valori ale diametrului calatidiului de 13,4 cm, in conditii de
infectie, fatd de 21,1 cm, in 2012 si respectiv, 14,8 comparativ cu 20,4 cm in 2013 (Fig. 4.10),
diminuarea constituind 36,5 si 27,5%, corespunzator. De asemenea hibridul denota o ratd scazuta

de seminte pline per calatidiu, acesta fiind mai redusa cu 23,9, respectiv, 27,4%.
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Fig. 4.9. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturala)
asupra diametrului calatidiului de floarea-soarelui, anul 2012.

In baza analizei datelor pentru doi ani de studii, s-au evidentiat corelatii evidente intre
gradul de infestare §i dimensiunea calatidiului. Astfel, cele mai mici valori ale diametrului
calatidiului, cuprinse intre 13,4-17,4 cm in conditii de infectie, fata de 21,1-23,8 cm 1in lipsa
infectiei, au fost inregistrate la hibrizii HS5436, HS5540, HS4380, HS4879, Doina si Performer,
remarcati prin nivelul superior al gradului de infestare. Pe de alta parte, in cazul hibrizilor Codru,
LG5661 si PR64A71, caracterizati prin cel mai jos grad de infestare calatidiile au practic aceleasi

dimensiuni ca si probele cultivate in lipsa de infectie.
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Fig. 4.10. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturala)
asupra diametrului calatidiului de floarea-soarelui, anul 2013.
O scadere mai pronuntata (15,6-23,0%) a ratei de seminte pline per calatidiu in conditii de

infestare cu lupoaie a fost fixatd la hibrizii, HS-4380, HS 5540, HS-4879, Zimbru, Doina si
Performer (Figura 4.11 si 4.12).
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Fig. 4.11. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturald)

asupra ratei de seminte pline per calatidiu, anul 2012.

S-a constatat, ca hibrizi Doina si Performer cu cel mai ridicat grad de atac al parazitului, au

d indici semnificativ diminuati pentru toate

an

prezent

b

fost cel mai mult afectati de lupoaie

caracteristicile studiate.
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Fig. 4.12. Influenta gradului de infestare cu O. cumana Wallr. (conditii de infectare naturala)

asupra ratei de seminte pline per calatidiu, anul 2013.

Generalizand rezultatele obtinute se atestd cd parametrii analizati sunt afectati de atacul

lupoaiei, corelatii mai evidente dintre gradul de infestare si valoarea indicilor de productivitate

t esential la toate genotipurile

care a scazu

constatandu-se in cazul diametrului calatidiului,

caracterizate prin grad de infestare major. O asociere mai Tnaltd a gradului de atac cu diametrul

timii plantei a fost raportatd si de

inal

comparativ cu indicele

calatidiului si masa a 1000 seminte,

Shindrova P. si coautorii [160]. Corelatiile stabilite sunt confirmate prin datele anului 2013

(Figura 4.12), cu exceptia faptului ca datorita atacului mai putin sever, pierderile din acest an
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sunt considerabil mai reduse fata de cele din 2012. De remarcat ca, in cazul cultivarii hibridului
PR64A71, ce a constituit martorul in cadrul experientei, fiind caracterizat prin prezenta genelor
de rezistenta la rase virulente de lupoaie, pe campuri infectate parametrii de productivitate nu au
fost afectati, diferentele dintre variantele cultivate in lipsa de infectie fiind incadrate in limita a
5% [87].

Alcantara si colab., care similar au stabilit influenta negativa a infectiei cu lupoaie asupra
inaltimii plantei si diametrului calatidiului, au propus doud ipoteze privind mecanismele de
actiune a parazitului asupra parametrilor dati. Astfel, una dintre ipoteze se rezuma la faptul ca
lupoaia avand nevoie de gibereline pentru asigurarea cresterii lastarilor ii preia din organismul
gazdei, provocand o deficientd de hormoni si, finalmente, un retard in dezvoltarea culturii.
Conform celei de-a doua ipoteze modificarile observate sunt rezultatul unor perturbatii a

fiziologiei plantei gazda provocata de parazit sau a competitiei directe pentru nutrientii minerali

[49].

4.4. Productia de seminte

Productia de seminte la floarea-soarclui este foarte mult influentata de diferiti factori de
stres, parazitul lupoaia constituind unul dintre cei mai importanti, in ultima perioada. Studiul
diferitilor hibrizi de floarea-soarelui, atat comerciali cat si experimentali, in conditii de infestare,
dar si de lipsa a infectiei, a permis obtinerea de informatii privind influenta atacului parazitului
asupra productiei de seminfe, precum i comportarea acestor hibrizi, in conditii de infestare. Au
fost studiati un sir de hibrizi din Romania, precum si hibrizi experimentali si comerciali creati in
cadrul companiei AMG-Agroselect cu reactii diferite la atacul O. cumana Wallr. Cercetéarile au
fost realizate in conditii de infestare naturald in campuri unde se intdlnesc populatii ale
parazitului cu grade diferite de virulentd, precum si in cAmpuri neinfestate, pe parcursul a doi ani
(2012, 2013). Hibrizii au fost evaluati in sase localitdti distincte din Romania, dupa cum
urmeaza: 2 campuri din judetul Braila — Valea Céanepii si campurile Statiunii de Cercetare
Agricold (SCA) Briila; 2 din judetul lalomita — Iazu si Tandarei; 2 din judetul Constanta — Cuza
Voda si Pestera.

In tabelul 4.1, sunt prezentate rezultatele privind gradul de atac cu lupoaie, in anul 2012, in
localitatile mentionate, in particular pentru fiecare hibrid. Cel mai mare grad de infestare a fost
inregistrat in localitatea Valea Canepii, Braila, urmata de localitatile Cuza-Voda, Constanta si
Tandarei, lalomita. A pusa in evidentd lipsa sau/si nivelul scazut al infectiei in campul din

localitatea Pestera, unii hibrizi fiind slab afectati — 2,6-5,9%.
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Tabelul 4.1. Gradul de atac al parazitului O. cumana Wallr., pentru zece hibrizi
de floarea-soarelui, studiati in sase localitati, in anul 2012

Localitatea/Gradul de atac (%0)
Valea Canepii] SCA, Tandarei, | lazul, Cuza Voda, | Pestera,
Hibridul Braila Braila | Ialomita Ialomita | Constanta | Constanta
Favorit 38,7 20,2 19,4 0,4 39,6 0,0
PR1 4,7 0,9 0,0 0,0 4,3 0,0
Codru 59 0,5 0,7 0,0 6,3 0,0
Doina 65,6 45,2 39,6 28,4 51,6 2,6
HS 4723 58,4 44,2 36,5 30,4 48,8 3,5
Performer 70,3 447 51,3 47,9 69,7 3,8
LG 5661 2,3 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0
HS 5034 33,4 20,4 23,5 19,7 38,9 4,7
HS 3045 52,3 39,7 32,4 27,8 55,5 5,9
HS 3655 42,4 23,8 27,9 24,2 47,8 4,9
Martor sensibil 81,2 45,3 63,5 55,9 82,7 55
Martor rezistent 2,0 0,0 0,0 0,0 14 0,0

Printre hibrizii puternic atacati se enumera HS-4723 (30,4-58,4%), HS 3045 (27,8-55,5%),
Doina (28,4-65,6%) si Performer (44,7-70,3%).

De mentionat cd in anul 2013, gradul de atac al parazitului a fost mai scazut (Tabelul 4.2.),

comparativ cu anul 2012. Gradul mai ridicat de atac, in anul 2012, fiind explicat prin faptul ca

acest an a fost mai sarac in precipitatii, comparativ cu anul 2013, iar parazitul se dezvolta mai

greu, in conditii de umiditate ridicata a solului (asa cum a fost in 2013).

Tabelul 4.2. Gradul de atac al parazitului O. cumana Wallr., pentru zece hibrizi
de floarea-soarelui, studiati in sase localitati, in anul 2013

Localitatea/Gradul de atac (%0)
Valea Canepii, | SCA, | Tandarei, | lazul, Cuza Voda, | Pestera,
Hibridul Braila Braila | Ialomita | Ialomita | Constanta Constanta
Favorit 30,2 18,4 13,7 0,0 30,2 0,0
PR 1 3,2 0,0 0,0 0,0 2,9 0,0
Codru 5,0 0,0 0,0 0,0 5,7 0,0
Doina 58,8 40,3 32,6 25,5 50,2 3,9
HS 4723 50,4 39,4 33,7 31,0 55,6 2,0
Performer 55,3 45,3 30,2 33,5 41,7 4,2
LG 5661 1,8 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0
HS 5034 24,8 14,7 16,5 11,6 21,8 2,9
HS 3045 43,4 27,2 21,5 19,6 41,8 3,2
HS 3655 30,6 14,2 18,5 12,7 33,5 2,3
Martor sensibil 69,6 37,4 53,5 42,9 70,7 4,0
Martor rezistent 1,2 0,0 0,0 0,0 0,9 0,0
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In anul 2013, gradul de atac al parazitului a fost, similar anului 2012, mai ridicat in zona
Briila, Valea Canepii, urmat de Cuza Voda, Constanta si Tandarei, lalomita. Aceeasi tendinta
este urmaritd si in cazul hibrizilor prin cel mai inalt nivel de infestare caracterizandu-se hibrizii
HS-4723, HS 3045, Doina si Performer mentionati anterior.

Dupa cum s-a constatat in cercetarile descrise mai sus, productia de seminte este unul
dintre parametrii cei mai afectati de atacul parazitului lupoaia. Testarile ce au inclus hibrizi cu
reactii distincte la patogen (rezistenti — Codru, LG 5661, Favorit si sensibili—- HS 4723 si Doina),
cu extinderea semnificativa a numarului de campuri analizate, vor oferi informatii importante
privind diferentele de productie intre hibrizi, in locuri infestate si neinfestate cu lupoaie,
amplasate in diferite zone geografice, variate dupa conditiile climaterice, indicii pedo-
microbiologici si incidenta parazitului.

Hibrizii testati pentru productia de seminte realizatd in conditii de infestare si lipsa de
infectie, in anul 2012 (Tabelul 4.3). au prezentat diferente in ceea ce priveste productia realizata,

in cele 6 localitati.

Tabelul 4.3. Productia de seminte a hibrizilor de floarea-soarelui, testati in prezenta si lipsa
infectiei cu lupoaie, in anul 2012 (kg/ha)

Localitati -
o Vaiea _ Coeflc.leth
Hibridul Cinenii SCA, | Tandarei,| lazul, | CuzaVoda,| Pestera, | Media | de variatie
P\ Braila Ialomita | lalomita | Constanta | Constanta (%)
Braila
HS 4723 995 | 2640 2774 3496 1124 3585 2436 46,4
Codru 2780 | 3360 3426 3690 3540 3704 3417 10,0
Doina 1074 | 2150 2378 2420 784 3340 2024 46,7
Favorit 1987 | 3640 2340 3790 2035 3704 2916 30,2
LG 5661 3654 | 3780 3620 3770 3595 3795 3702 2,4
(martor)

In Pestera, Constanta s-a inregistrat o productie maxima de seminte, pentru toti hibrizii
testati in prezenta si lipsa infectiei cu lupoaie. Hibrizii HS 4723, Codru, Doina, Favorit, LG 5661
au prezentat cea mai micad productie de seminte in localitatile Valea Canepii, Braila, iar hibrizii
Doina si LG 5661 - in Cuza Voda, Constanta. Analizind valoarea medie a productiei de seminte
a hibrizilor de floarea-soarelui, valoare medie cea mai mare se atesta la hibridul LG 5661 (3702
kg/ha), cea mai mica - hibridul Doina (2024 kg/ha).

Cel mai mic coeficient de variatie fiind inregistrat in cazul hibridului Codru (10,00), iar
pentru hibridul LG 5661, ce serveste ca martor §i se caracterizeaza prin rezistenta in toate

localitatile analizate, valorile productii de seminte sunt foarte apropiate, variind doar cu 2,4%.
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In anul 2013 (Tabelul 4.4), coeficientul de variatie in ceea ce priveste productia de seminte
realizata in cele 6 localitati, a avut valoarea cea mai mica, in cazul hibridului rezistent Codru
(9,1%), urmat de hibridul Favorit cu valoarea de 24,3%. Pentru hibrizii sensibili la atacul

lupoaiei productivitatea de seminte a variat cu 39,3; 41,9%.

Tabelul 4.4. Productia de seminte a hibrizilor de floarea-soarelui, testati in prezenta si lipsa
infectiei cu lupoaie, in anul 2013 (kg/ha)

Localitati

Valea Cuza Coeficient
Hibridul ~ .. SCA, | Tandarei, | lazul, ~ Pestera, Media |de variatie

Cancpii Braila | Ialomita | Ialomita Voda, Constanta (%)

Braila Constanta
HS 4723 1234 | 2980 2900 3589 1450 3544 2616 39,3
Doina 1195 | 2343 2417 2524 1083 3520 2180 419
Codru 2840 | 3520 3486 3654 3575 3695 3462 9,1
Favorit 2275 | 3686 2560 3685 2238 3683 3021 24,3
LG 5661 | s075 | 3794 | 3735 | 3774 | 3670 3784 | 3772 18
(martor)

Analizind valoarea medie a productiei de seminte a hibrizilor de floarea-soarelui, se
constata ca cea mai mare valoare medie a productic de seminte a fost atestata la hibridul LG
5661 (3772 kg/ha), cea mai mica - hibridul Doina (2024 kg/ha), la fel ca si in anul 2012. Hibrizii
Doina, Codru au prezentat o productie maxima de semintea hibrizilor de floarea soarelui in
localitatea Pestera, Constanta, hibrizii HS 4723 si Favorit — Iazul, Ialomita, hibridul LG 5661 -
Valea Canepii, Braila. Cea mai mica productie de seminte a fost inregistrata in cazul a patru
dintere hibrizii cercetati (HS 4723, Codru, Doina si LG 5661) in localitatea Valea Canepii,
Briila, in timp ce hibrizii Doina, Favorit si LG 566 au aratat productie minima in localitatea
Cuza Voda, Constanta.

Analiza productiei de seminte a genotipului Favorit in comparatie cu hibrizii Performer
(susceptibil) si PR 1 (rezistent), in sase localitdti din Roméania in care parazitul lupoaia prezinta
grade diferite de infestare, indica faptul ca, in anul 2012, coeficientul de variatie a avut cea mai

mare valoare (52,53%) (Tabelul 4.5).

Tabelul 4.5. Productia de seminte realizata in anul 2012, de hibridul Favorit,
comparativ cu hibrizii Performer si PR 1, in zone cu diferite grade de infestare cu lupoaie

Localitati Coeficient
Hibridul Cuza . " Media | de variatie
Tulcea Vodi Gradina | lazul | Crucea | Briila (%)
Favorit 1896 1187 1290 3475 943 2876 1945 52,53
Performer 1067 772 832 1654 573 1472 1062 39,84
PR1 3756 3148 3485 3654 2357 3863 3377 16,55
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Diferentele semnificative in productia de seminte se datoreaza faptului ca hibridul Favorit,
rezistent la rasa F de O. cumana, este mai slab afectat in localitatile in care sunt prezente rase
mai putin agresive ale parazitului i puternic afectat in zone caracterizate prin prezenta raselor de
lupoaie mai sus de F. In anul 2013, hibridul Favorit a prezentat de asemenea cea mai mare
variatie a productiei de seminte realizata in cele sase localitati, valoarea coeficientului fiind mai

mica, avand in vedere gradul de atac mai scazut al parazitului (Tabelul 4.6).

Tabelul 4.6. Productia de seminte realizata in anul 2013, de hibridul Favorit,
comparativ cu hibrizii Performer si PR 1, in zone cu diferite grade de infestare cu lupoaie

Localitagi Coeficient

Hibridul Tulcea Cuza Gradina | lazu | Crucea | Braila Media | de variaie
Vodi (%)
Favorit 2236 1870 1945 3660 1176 2984 2312 38,18
Performer | 1270 1185 1289 2140 987 1895 1461 30,86
PR1 3634 3420 3557 3670 3180 3746 3535 5,83

Pentru cd hibridul Favorit este un hibrid de floarea-soarelui foarte cunoscut, ca fiind
rezistent la sase rase ale parazitului lupoaia (A-F), rase prezente practic in toate zonele infestate
cu lupoaie din Europa, productivitatea semintelor la acesta a fost comparata atat cu cea a unor
hibrizi sensibili la toate rasele parazitului, cat si hibrizi mai rezistenti, inclusiv la rasele noi (G,
H). In figura 4.13 si 4.14 sunt prezentate rezultatele privind productia hibridului HS 4723, un
hibrid sensibil la atacul de lupoaie, comparativ cu hibridul Favorit, in anul 2012 si 2013.

Cele mai mari diferente de productie, Intre cei doi hibrizi, au fost constatate in cAmpurile
din Valea Canepii, Briila, Cuza Vodi, Constanta si Mircea Voda, Briila. In localititile Iazu si
Pestera, unde gradul de infestare cu lupoaie a fost scazut, productia realizata de cei doi hibrizi a
fost practic similard, prezentand valori inalte de 3496 kg/ha si 3790 kg/ha, respectiv, 3585 kg/ha
s1 3704 kg/ha (Figura 4.13).
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3790 04
3640 349 3589
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264 2774
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Fig. 4.13. Productia de seminte la hibridul de floarea-soarelui HS 4723, comparativ cu
hibridul Favorit, in prezenta si lipsa infectiei cu parazitul lupoaia, in anul 2012.
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In anul 2013, productia realizati de cei doi hibrizi a fost mai mare, comparativ cu anul
2012, ajungand pana la 3685 kg/ha, cea mai mare diferenta fiind inregistrata la fel in localitatea

Valea Canepii — Braila, unde gradul de atac al parazitului a fost cel mai mare (Figura 4.14).
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Fig. 4.14. Productia de seminte la hibridul de floarea soarelui HS 4723 comparativ
cu hibridul Favorit, in prezenta si lipsa infectiei cu parazitul lupoaia, in anul 2013.

Similar, hibrizii s-au caracterizat prin productivitate stabila, cu valori practic identice in
localitatea lazu si Pestera cu un grad redus de infectie.

La faza ulterioara a investigatiilor, s-a facut o comparatie, in ceea ce priveste productia de
seminte, intre hibridul Favorit si hibridul Performer, total sensibil la atacul parazitului, dar si
hibridul PR 1, care este rezistent la rasele cele mai virulente (rasele G, H) de lupoaie.

In primul caz, s-a constatat ci in anul 2012, cand atacul parazitului a fost mai intens, ambii
hibrizi au realizat productii foarte scazute in zonele puternic infestate (Valea Canepii, Cuza Voda

si Tandarei) (Figura 4.15).
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Fig. 4.15. Productia de seminte in diferite zone infestate cu lupoaie la hibridul Favorit,
comparativ cu hibridul Performer, in anul 2012.
Hibridul Favorit a manifestat valori mai inalte ale productiei de seminte in localitatile Iazu

si Braila, caracterizate prin prezenta in special a raselor mai putin virulente de Orobanche si
91



lipsa raselor noi. Cele mai mici productii au fost constatate la ambii hibrizi, in localitatea Crucea-
Constanta.

In anul 2013, productia realizati de hibrizii Performer si Favorit a fost mai mare,
comparativ cu anul 2012, urmarindu-se insa un tablou similar. Astfel, cele mai mici valori ale
roadei s-au inregistrat in cazul genotipului Performer, in localitdtile Crucea, Cuza Voda si

Gradina, toate situate in zona Constanta (Figura 4.16.).
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Fig. 4.16. Productia de seminte in diferite zone infestate cu lupoaie la hibridul Favorit,
comparativ cu hibridul Performer, in anul 2013.

Productia de seminte realizata de hibridul Favorit, comparativ cu hibridul PR 1 rezistent la
rase foarte agresive de lupoaie, in anul 2012 (Fig. 4.17) a fost foarte scazutd, cu exceptia
localitatii lazu. Diferenta clara intre cei doi hibrizi s-a marcat in localitatea Crucea, Tulcea, Cuza

Voda si Gradina.
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Fig. 4.17. Productia de seminte la hibridul Favorit, comparativ cu hibridul PR-1,
in diferite zone infestate cu parazitul lupoaia, in anul 2012.
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In anul 2013, hibridul Favorit a manifestat cea mai mica productie de seminte in localitatile
Crucea si Cuza Voda, iar pe campurile din localitatea [azu a realizat o productie egald cu cea a

hibridului PR 1 (Fig. 4.18.).
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Fig. 4.18. Productia de seminte la hibridul Favorit, comparativ cu hibridul PR-1,
in diferite zone infestate cu parazitul lupoaia, in anul 2013.
In figura 4.19 sunt prezentate rezultatele productiei de seminte a hibridului Codru (un
hibrid cu grad ridicat de rezistenta la atacul parazitului lupoaia) comparativ cu hibridul Doina, un

hibrid de floarea-soarelui sensibil la atacul acestui parazit, in anul 2012.
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Fig. 4.19. Productia de seminte realizata de hibrizii Doina si Codru,
in conditii de infestare si neinfestate cu parazitul lupoaia, in anul 2012.

in toate localititile, cu exceptia localitatii Pestera, Constanta, au existat diferente mari de
productie intre cei doi hibrizi, cea mai mare diferenta fiind in localitatea Cuza Voda, Constanta.

In anul 2013, diferentele de productie intre cei doi hibrizi au fost mai mici, atacul parazitului
fiind mai scdzut. Foarte apropiate au fost productiile realizate de cei doi hibrizi, In localitatea

Pestera, Constanta, unde gradul de atac al parazitului a fost extrem de scazut (Figura 4.20).
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Fig. 4.20. Productia de seminte realizata de hibrizii Doina si Codru,
in conditii de infestare si neinfestate cu parazitul lupoaia, in anul 2013.

Generalizand rezultatele obtinute putem mentiona cd productia de seminte realizatd de
hibrizii de floarea-soarelui, in conditii de infestare cu parazitul lupoaia, este cu atit mai mica, cu
cat gradul de infestare este mai mare. Pentru aceiasi hibrizi de floarea-soarelui, exista diferente
de productie, chiar in conditiile unor valori apropiate ale gradului de atac al parazitului lupoaia,

in functie de localitate si anul de experimentare [19].

4.5. Continutul de ulei in seminte

Continutul de ulei din semintele de floarea-soarelui este determinat, in primul rand, de
procentul de miez al semintelor. In cadrul numeroaselor cercetdri efectuate, in special de
cercetdtorii de la Fundulea [30], s-a stabilit ca parametrul masa hectolitricd coreleaza cel mai
mult cu continutul de ulei la genotipurile de floarea-soarelui. Se cunoaste ca parazitul O. cumana
perturbeaza activitatea fiziologicd normala a plantei gazda, afectdnd procesul de crestere si
dezvoltare a acesteia, cu efecte exprimate in reducerea taliei plantei, diametrului calatidiului si
masei semintelor produse si respectiv a continutului de ulei, care sunt mult mai pronuntate in
cazul unui atac puternic [49, 160].

Tinand cont de faptul cd o influenta similard asupra elementelor de productivitate a fost
constatatd si in cazul investigatiilor prezentate in lucrare, obiectivul cercetarilor ulterioare a
constat in evaluarea efectului parazitului lupoaia asupra cantitatii si calitatii de ulei. In studiu au
fost inclusi hibrizi experimentali i hibrizi comerciali de floarea-soarelui cu diferite grade de
rezistentd la lupoaie: LG 5661, LG 3, Favorit si HS 3655 — cu grad ridicat de rezistenta;
Sandrina, HS 5034, HS 3045 — cu grad mediu de rezistenta la lupoaie si hibridul Performer —
susceptibil. Cercetarile au fost realizate Tn urmatoarele localitdti: 2 campuri din judetul Braila —

Valea Canepii si campurile Statiunii de Cercetare Agricold Braila; 2 din judetul Talomita — lazu
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si Tandarei; 2 din judetul Constanta — Cuza Voda si Pestera.
In figura 4.21 sunt prezentate rezultatele cu referire la hibrizii LG 5661, Favorit si
Performer obtinute in anul 2012 1n sase localitati, in conditii de infestare si in lipsa infectiei cu

lupoaie.
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Fig. 4.21. Continutul de ulei (%) pentru hibrizii de floarea-soarelui Favorit, Performer si
LG 5661, cultivati in diferite zone infestate si neinfestate cu lupoaie, anul 2012.

Se constatd cd in localitatile cu grad mic de infestare, toti cei trei hibrizi prezinta un
continut ridicat de ulei in seminte. In localitatile, unde suprafetele se disting printr-un grad
ridicat de infestare, s-a constatat scaderea continutului de ulei, in special la hibridul Performer
care se este cel mai sensibil la lupoaie. Astfel, diferenta in continutul de ulei la hibridul
Performer cultivat in localitatea Pestera, unde a fost slab infectat, si localitatea Cuza Voda si
Valea Canepii cu un gard puternic de atac, este de cca 5-6%. Cel mai ridicat continut de ulei I-a
avut hibridul LG 5661, care prezintd un nivel Tnalt de rezistenta in toate localitatile.

in anul 2013 continutul de ulei in seminte la hibrizii studiati a fost in general mai scizut

(Figura 4.22), avand in vedere faptul ca anul a fost mai ploios comparativ cu 2012.
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Fig. 4.22. Continutul de ulei (%) pentru hibrizii de floarea-soarelui Favorit, Performer
si LG 5661, cultivati in diferite zone infestate si neinfestate cu lupoaie, in anul 2013.
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Hibridul Performer a manifestat valorile minime ale continutului de ulei in localitatea Cuza
Voda, Constanta si maxime in localitatile Braila si Pestera. Rezultate similare se constata si in
cazul hibridului Favorit. Analiza continutului de ulei a trei hibrizi cu grad mediu de rezistenta la
O. cumana pun in evidenta scaderea continutului de ulei la cultivarea in localitati cu un nivel
ridicat de infestare, observata, 1n special, In cazul celui mai sensibil hibrid — HS 4723, diferentele

fiind de cca 7% (Figura 4.23). Valorile maxime ale productiei se remarca la hibridul HS 5034.
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Fig. 4.23. Continutul de ulei pentru hibrizii de floarea-soarelui Sandrina, HS 5034 si
HS 4723 in diferite zone infestate si neinfestate cu lupoaie, in anul 2012.

Generalizand, mentionam ca cele mai mici valori ale continutului de ulei s-au stabilit in
localitatile Valea Canepii si Cuza Voda, unde s-a constatat un nivel maxim de infectie, pe cand
valorile superioare ale continutului de ulei sunt marcate in cazul hibrizilor cultivati pe campurile
din localitatea Pestera, cu cea mai scazutd incidenta a parazitului lupoaia.

Rezultate similare s-au obtinut si in anul 2013 (Figura 4.24.). Pierderile in cantitatea de
ulei determinate in studiile prezentate sunt insd nesemnificative (pana la 10%) comparativ cu

datele stabilite de alti cercetatori.
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Fig. 4.24. Continutul de ulei pentru hibrizii de floarea-soarelui Sandrina, HS 5034 si
HS 4723 in diferite zone infestate si neinfestate cu lupoaie, in anul 2013.
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De ex. o echipa de cercetatori romani au stabilit o micsorare a cantitatii de ulei cu 18,75% -
25,4%, in functie de genotip, pe fon de infectie, remarcandu-se inclusiv si unele modificari cu
referire la compozitia uleiului. Astfel, lupoaia nu exercita efect asupra continutului de acid
palmitic si stearic, pe cand cantitatea de acid oleic si linolenic este majorata semnificativ in
plantele infectate [169].

In concluzie, mentionim ca continutul de ulei in semintele de floarea-soarelui este
influentat de atacul de lupoaie, dar si de conditiile climaterice. Influenta conditiilor de
experimentare (localitatea) este mai mare asupra continutului de ulei in seminte, in cazul unor
hibrizi de floarea-soarelui sensibili la atacul parazitului O. cumana, comparativ cu influenta

gradului de atac al acestuia.

4.6. Continutul de acid oleic

Calitatea uleiului la floarea-soarelui este determinatda de proportia acizilor grasi saturati si
nesaturati. Uleiul de floarea-soarelui este un ulei de prima calitate, datoritd continutului ridicat de
acizi grasi polinesaturati, care poate ajunge pana la 90%. Din grupa acizilor grasi nesaturati,
acidul linoleic este predominant in uleiul de floarea-soarelui.

Lucrarile de ameliorare a calitatii uleiului de floarea-soarelui se realizeaza in functie de
cerintele industriei si ale pietii alimentare. Astfel, conform tendintelor anterioare erau solicitate
mai mult formele cu un continut sporit in acid linoleic. Contrar, in ultimii ani, se cere reducerea
indicelui de iod prin cresterea continutului in acid oleic. Uleiul de floarea-soarelui bogat in acid
oleic este mai putin saturat si, respectiv, mai rezistent la modificdrile oxidative din timpul
rafindrii, depozitarii si prdjitului, fiind mai indicat in contextul asigurdrii sigurantei alimentare
[24].

Relatia dintre acidul linoleic si acidul oleic este influentata de conditiile de mediu din
perioada de maturare a semintelor. Tinand cont de faptul ca parazitul Orobanche cumana are o
incidenta majora in procesul de dezvoltare a plantelor de floarea-soarelui, mai ales in perioada de
maturare a semingelor, s-a urmarit, de asemenea, influenta acestuia asupra continutului de acid
oleic in genotipurile de floarea-soarelui cultivate In zone infestate. Astfel, in figurile 3.25-3.28
sunt prezentate rezultatele privind comportamentul a trei hibrizi experimentali si trei hibrizi
comerciali de floarea-soarelui, dintre care, trei cu conginut ridicat de acid oleic si trei cu continut
scazut de acid oleic.

Dintre cei sase hibrizi, trei (Sandrina, HS 5034, HS 3045) au un grad mediu de rezistenta la
lupoaie, iar trei (LG-3, Favorit si HS 3655) au grad ridicat de rezistenta. Acesti hibrizi au fost
testati Tn sase localitati, inclusiv trei situate in zone infestate cu parazitul lupoaia. Se constata ca
exista diferente in continutul in acid oleic al hibrizilor, in functie de localitate, dar si in functie de
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genotip (hibrid). In zonele in care atacul parazitului nu este foarte ridicat continutul de acid oleic
nu este afectat de atacul de lupoaie in sensul descresterii semnificative a acestuia (Fig. 4.25 si

4.26).
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Fig. 4.25. Continutul acidului oleic (%) la hibrizii de floarea-soarelui Sandrina, HS 5034,
HS 3045, cu grad mediu de rezistenta la lupoaie, anul 2012.
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Fig. 4.26. Continutul acidului oleic (%) la hibrizii de floarea-soarelui LG-3, Favorit si HS
3655, cu grad ridicat de rezistenta la lupoaie, anul 2012.

In zonele cu atac foarte intensiv, cum ar fi localitatea Cuza Voda, continutul de acid oleic
scade mai mult de un procent, comparativ cu plantele cultivate in localitatea Pestera (zona
neinfestatd), situatd in acelasi judet, care insad prezintd campuri putin infectate. Cele mai mici
valori inregistrate printre hibrizii cu continut ridicat de acid oleic, in anul 2012, le-a prezentat
hibridul HS-3045, la care s-a evidentiat cel mai bine si diferenta intre localitatile cu infestare
puternica si cele fard infestare, acest hibrid fiind mai sensibil la lupoaie, comparativ cu hibridul
HS 5034. Hibridul Sandrina, este un hibrid cu continut scazut de acid oleic, dar prezintd
rezistentd medie la atacul de lupoaie si, respectiv, nu se constatd o scddere mare a continutului
acestuia. Intre hibrizii Favorit si LG 5661, ambii cu continut sciazut de acid oleic, se observa o

scadere a acestui indice, in cazul hibridului Favorit, in localititile cu infestare mai puternica,
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Cuza Vodi, Constanta si Tandarei, lalomita. In aceleasi localititi se observd o scidere a
continutului de acid oleic si la hibridul HS 3655 (Figura 4.26).

Rezultatele din figurile 4.27 si 4.28, prezentand comportamentul hibrizilor, in aceleasi
localitati, dar in anul 2013, confirma un efect similar a parazitului lupoaia asupra parametrului

analizat.
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Fig. 4.27. Continutul acidului oleic (%) la hibrizii de floarea-soarelui Sandrina, HS 5034,
HS 3045, cu grad mediu de rezistenta la lupoaie, anul 2013.
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Fig. 4.28. Continutul acidului oleic (%) la hibrizii de floarea-soarelui LG-3, Favorit si HS
3655, cu grad ridicat de rezistenta la lupoaie, anul 2013.

Se observa si o influenta destul de evidentad a conditiilor climatice din anul respectiv. Cele
mai mari variatii, in acest caz, le-a Tnregistrat hibridul HS-3655, la care continutul de acid oleic a
avut valori diferite, cu diferente de 4-5%.

Spre deosebire de Shindrova P. si coautorii care au constatat o scadere a continutului de
acid linoleic si, respectiv, o crestere a continutului oleic la plantele atacate de lupoaie, acesta
tendinta coreland cu gradul de atac [160], in studiile actuale s-a stabilit ca lupoaia afecteaza intr-

0 masura mai mica continutul de acid oleic (diminuarea de pana la maxim 5% in cazul hibrizilor

sensibili) [18].
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4.7. Concluzii la capitolul 4

Cercetarile efectuate au demonstrat ca holoparazitul Orobanche cumana afecteaza indicii
de productivitate a culturii de floarea-soarelui. Gradul de infestare cu lupoaie coreleaza, in
special, cu diametrul calatidiului si numarul de seminte pline per calatidiu si, intr-o masura mai
mica cu talia plantei. Astfel, in conditiile unui atac puternic al parazitului, diferentele fatad de
varianta cultivatd pe campuri lipsite de infectie depasesc in majoritatea cazurilor 20%, cu valori
maxime (30-40%) la hibrizii susceptibili Doina si Performer.

Valorile indicilor de productivitate analizati variaza mult n functie de genotip, unii hibrizi
(ex. hibridul Milenium) remarcandu-se prin toleranta fatd de atacul lupoaiei si pierderi
neesentiale pe fon de infectie puternica.

Continutul de ulei in semintele de floarea-soarelui la hibrizii Favorit, Sandrina, HS 5034,
HS 3045, Performer si LG 5661 cu grad diferit de rezistenta la actiunea parazitului O. cumana
Wallr. este influentat de gradul de atac cu lupoaie, dar si de conditiile de experimentare
(conditiile climaterice, parametri pedo-microbiologici ai solurilor din localitatile respective etc.).
In cazul unor hibrizi de floarea-soarelui sensibili la atacul parazitului O. cumana influenta
conditiilor de cultivare este mai mare asupra continutului de ulei in seminte, comparativ cu
influenta gradului de atac al acestuia.

Continutul de acid oleic in uleiul obtinut din hibrizii de floarea-soarelui Sandrina, HS
5034, HS 3045, cu grad mediu de rezistentd la lupoaie si LG-3, Favorit si HS 3655, cu grad
ridicat de rezistenta la lupoaie, variaza in special in functie de genotip si conditii de cultivare,
fiind slab influentat de atacul parazitului.

Datele obtinute prezintd interes major in elaborarea si propunerea unor masuri de
interventie si control, esentiale in programele integrate de gestionare a daunatorilor, inclusiv

recomandari privind zonarea hibrizilor de floarea-soarelui.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Concluzii generale

1. S-a constatat cd parazitul lupoaia a evoluat rapid in ultimii ani, dezvoltand noi populatii
cu virulenta sporita ce s-au extins in arealurile de cultura a florii-soarelui din Republica
Moldova si Romania [88, 139]. S-a relevat ca populatiile de lupoaie ce aparfin aceleiasi
rase fiziologice difera dupa intensitatea atacului in limita diferitor zone ale tarii [87].
Atacul cu lupoaie se manifesta diferit si in cazul liniilor de floarea-soarelui androsterile,
linia mentinatoare (B) remarcandu-se printr-un grad de atac mai inalt, comparativ cu
forma sterila (A) [20, 29].

2. S-astabilit ca rezistenta genotipurilor de floarea-soarelui rezistente la noile populatii ale
parazitului lupoaia este controlatd de doua gene dominante, determinismul genetic fiind
diferit de cel al genotipurilor rezistente la rasa F sau < F, determinat de o singurd gena
dominanta [20].

3. Evaluarea a cca 200 de genotipuri de floarea-soarelui in conditii de cAmp si laborator a
permis clasificarea germoplasmei in trei grupuri distincte dupa gradul de rezistenta
(rezistente, tolerante si sensibile) si modul de mostenire a noilor gene Or. Screening-ul
molecular in baza markerului SCAR a relevat prezenta genei Or5, ce confera rezistenta la
rasa E, la 40 din 42 genotipuri cercetate [10, 75].

4. Profilele RAPD au demonstrat un polimorfism genetic specific intre genotipurile de
floarea-soarelui sensibile si rezistente [10, 75].

5. Prin transferul genelor de rezistenta la lupoaie in linii valoroase de floarea-soarelui au
fost obtinute linii total rezistente la atacul parazitului, atét linii androsterile citoplasmatic,
cat si linii restauratoare de fertilitate a polenului. Testarea unor hibrizi experimentali de
floarea-soarelui obtinuti la AMG-Agroselect si INCDA Fundulea, a pus in evidenta
combinatii ce prezinta un grad ridicat de rezistenta la atacul de lupoaie, unele fiind
rezistente inclusiv la noile populatii, foarte virulente [139, 156, 157].

6. S-a constatat cd holoparazitul Orobanche cumana afecteaza semnificativ indicii de
productivitate (masa hectolitrica si masa a 1000 boabe, diametrul calatidiului si procentul
de seminte pline per calatidiu) a culturii de floarea-soarelui. Gradul de infestare cu
lupoaie coreleazd, in special, cu diametrul calatidiului i numérul de seminte pline per
calatidiu si, intr-o masura mai mica cu talia plantei. Astfel, in conditiile unui atac puternic
al parazitului, diferentele fata de varianta cultivata pe campuri lipsite de infectie depasesc
in majoritatea cazurilor 20%, cu valori maxime (30-40%) la hibrizii susceptibili Doina si

Performer [87].
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7. Productia de seminte realizata de hibrizii de floarea-soarelui, in conditii de infestare cu
parazitul lupoaia este invers proportionald cu gradul de infestare, insa, in conditiile unor
valori apropiate ale atacului cu Orobanche cumana productivitatea variaza in functie de
localitate si anul de experimentare [19].

8. Continutul de ulei in semintele de floarea-soarelui este influentat de gradul de atac cu
lupoaie si de conditiile climatice. In cazul unor hibrizi de floarea-soarelui sensibili la
atacul parazitului influenta conditiilor de experimentare (localitatea, conditii pedo-
climaterice) asupra continutului de ulei in seminfe este mai mare, comparativ cu influenta
gradului de atac al lupoaiei. Continutul in acid oleic la floarea-soarelui, practic nu este
afectat de atacul parazitului O. cumana, variind, in special, in functie de genotip si

conditiile climatice [18].

Recomandari

1. Hibridul Codru creat si omologat in cadrul companiei AMG Agroselect cu contributia
autorului si caracterizat prin rezistenta sporita la atacul parazitului se recomanda pentru
cultivare in zonele puternic infectate cu O. cumana.

2. Markerii RAPD testati in lucrare pot fi utilizati pentru screening-ul primar al
germoplasmei ce poseda rezistenta la lupoaie.

3. Se recomanda includerea genotipurilor care poseda markeri linkati cu gena de rezistenta
Or5 (exceptie formele paterne MS — 1995C si MS — 2400C), in programe de ameliorare a
florii-soarelui pentru rezistenta la lupoaie.

4. Se recomanda utilizarea metodei de diagnosticare precoce a atacului cu lupoaie si
stabilire a virulentei in vederea trierii rapide a materialului de ameliorare privind

rezistenta la parazit.
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Anexa 1. Hibrizi de floarea-soarelui testati si inscrisi in
Catalogul soiurilor de plante al Republicii Moldova

REPUBLICA MOLDOVA )
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5472
Cultura 'FLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1.

Soiul CGDRU

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr.(282551 din 01.12.2010

Solicitantul(ﬁi) AMG - Agroselect Comert SRL
A B

A

W

T

W2 oy

Autorul(rii) Ton GISCA, M.Buciuceanu. A.Cuccrcavii.

]

T

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova 1n anul 2014

Presedinte =47 Mihail Machidon

Fig. 1. Adeverinta de soi de plante (soiul Codru)
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REPUBLICA MOLDOVA ;
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5482
Cultura FLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1..)
(|

Soiul  DACIA

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XVI/2008

la cererea Nr. 0282350_ din  01.12.2010

Solicitantul(tii) VG - Agroselect Comert S_I}L
i e ¥,

Autorul(rii) Jon GISCA, M.Duca. A.Cucercavii.

i piiunae P S i R T S e 3 A ‘,,_”.\,'_-,‘} IS i

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2014

Presedinte % e Mihail Machidon

.

Fig. 2. Adeverinta de soi de plante (soiul Dacia)
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REPUBLICA MOLDOVA .
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5442

Cultura §LOAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1..)
a

Soiul Dle A

este eliberat&ip corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protecia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. 02827@;5 din 21.12.2011
)

Solicitantul(; ﬁi) AMG - Agi;oselect Comert SRL
i < Ap

Autorul(rii) lon GISCA, M.Duca, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2014

Presedinte Mihail Machidon

Fig. 3. Adeverinta de soi de plante (soiul Doina)
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REPUBLICA MOLDOVA |
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5452

Cultura §.oAREA SOARELUI (Helianthus annuus L)

Soiul NI'STRU
este eIiberatkﬁg corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XVI1/2008
la cererea Nr. 028’7276,6, din 21.12.2011

%

Solicitantul(ii) VG - Agroselect Comer| SR

Autorul(rii) lon GISCA, M.Buciuceanu, A.Cucereavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2016

Presedinte %&A& /Z— Mihail Machidon

Fig. 4. Adeverinta de soi de plante (soiul Nistru)
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REPUBLICA MOLDOVA
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5492
Cultura - FLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus L..)
i

Soiul  TALMAZ

este eliberaii?ip corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea Nr. 0282549 din 01.12.2010

%

Solicitantul(, tii) AMG - A%;‘ose]ect Comer{ SRL

4
$

A utorul( I'll) lon GISCA, M.Bueiuceanu, A Cucercavii.

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2015

Pre;edlnte %e//’/ Mihail Machidon

Fig. 5. Adeverinta de soi de plante (soiul Talmaz)
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REPUBLICA MOLDOVA .
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

NT. 5462

Cultura 'BITOAREA SOARELUI (Helianthus annuus 1..)

Soiul  ZIMBRU

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protectia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

R A I e O s YT e T L L A vy L e
S s Lo O e O o s oty S S R, s

la cererea Nr. 0282552 din  01.12.2010

S

P RS

Solicitantul(, i) AMG- Agroselect Comer{ SRL

3

Automl(rii) Ton GiSC}}‘i, M.Buciuceanu, A.Cucereavii.

SR e

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2015

Fig. 6. Adeverinta de soi de plante (soiul Zimbru)
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REPUBLICA MOLDOVA .
COMISIA DE STAT PENTRU TESTAREA SOIURILOR DE PLANTE

ADEVERINTA

pentru soi de plante

Nr. 5432

Cultura PLOAREA SOARELUI (Helianthus annuus L.)

Soiul  CEZAR

este eliberatd in corespundere cu Decizia Comisiei de Stat
pentru Testarea Soiurilor de Plante in temeiul
Legii privind protecia soiurilor de plante Nr.39-XV1/2008

la cererea N¥. (083 148 din 19.03.2013

Solicitantul(tii) VG - Agroselect Comer( SRL

Autorul(rii) Ton GISCA, M.Duca, A.Cucereavii, S.Chiaburu.

e S e S RSN s T e 2 Ry g e R T TIree

e

Soiul este inclus
in Catalogul Soiurilor de Plante
al Republicii Moldova in anul 2016

Presedinte

Fig. 7. Adeverinta de soi de plante (soiul Cezar)
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Anexa 2. Act de implementare a rezultatelor stiintifice n ameliorare

AGROSELECT

SEMENCES

ACT DE IMPLEMENTARE

a rezultatelor obtinute in urma activitatii in compania AMG —Agroselect Comert SRL

Prin prezentul act se confirma organizarea i participarea nemijlocitd a sefului sectiei de
stiinta Gisca lon la diversificarea germoplasmei de floarea-soarelui, crearea hibrizilor valorosi in
baza genotipurilor de perspectiva obtinute, testarea acestora in culturile comparative de
concurs, In aceasta perioada au fost obtinuti si testati peste 1500 hibrizi experimentali. Dintre
acesti hibrizi treizeci §i doi sunt inclusi in studiul actual, iar opt au fost prezentati la Comisiile de
Stat pentru Testarea Soiurilor de Plante din Moldova, Ucraina, Rusia, Republica Belarus si
Kazahstan. Sapte hibrizi (Codru, Daciz, Talmaz, Zimbru, Doina, Nistru, Cezar) au fost omologati
in Moldova. Tn Ucraina au fost raionati hibrizii Talmaz, Zimbru, Dacia, Cezar. Patru hibrizi (Codru,
Dacia, Talmaz, Zimbru) sunt raionati in Rusia si un hibrid (Doina) in Republica Belarus. Hibrizii
Dacia 51 Doina confirma rezistentd la rasele severe de lupoaie.

s

Directorul,

AMG-Agroselect Comert SRL Gherjavschi Grigore

Str. Milha Vaeazul 11, mun Chignau, MO-2004, Repubica Moldova
Tel/ Fax: (+373 22082 99 59, www.agroselect.md

Rechezitele bancare la “AMG-Agraselect Comert” SAL
Cod fiscal: 1010600023526 TVA: 0506282

I1BAN; MO SAGIO000002251 1610738

Banca: BC "Moloova-Agrondbank” SA I Crigindy
Codul banci: AGRNMD2ZX?23
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DECLARATIE PRIVIND ASUMAREA DREPTULUI DE AUTOR

Subsemnatul, declar pe raspundere personald ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, rmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

lon GISCA

Data
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Informatii
personale

Nume / Prenume
Adresa(e)

Telefon(oane)

E-mail(uri)
Nationalitate(-tati)
Data nagterii

Sex

Locul de munca
vizat / Domeniul
ocupational

Experienta
profesionala

Perioada

Functia sau postul
ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau
sectorul de activitate
Perioada

Functia sau postul
ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Perioada

Functia sau postul
ocupat

Numele si adresa
angajatorului
Educatie si
formare

Perioada

Calificarea / diploma
obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

CURRICULUM VITAE

Gisca Ion

Liviu Damian nr.3
m. Balti (Moldova)

+373 23175009
Mobil: +373 069135760

IGisca@agroselect.md
moldovean
22/09/1958

barbatesc

AMG Agroselect Comert SRL
ameliorator

2010
Seful sectiei de stiinta

AMG — Agroselect Comert SRL

Mihai Viteazul, 11, bir.408, 2004, Chisindu (Moldova)

Ameliorarea si producerea de seminte de floarea-soarelui

1999 - 2010

Colaborator stiintific
AMG — Magroselect SRL, or.Soroca

1980 - 1999

Colaborator stiintific

ICCC Selectia
Calea Iesilor, 28, Bilti (Moldova)

1983 - 1989
Diploma TB 395684

- fitotehnie

- agrotehnica

- mecanizare

- protectia plantelor

- genetica

- ameliorarea plantelor
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Numele si tipul
institutiei de
invatamant /

furnizorului de formare
Perioada

Calificarea / diploma
obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Numele si tipul
institutiei de
invatamant /

furnizorului de formare

Competente si

abilitati sociale

Competente si
aptitudini
organizatorice

Competente si
aptitudini tehnice

Competente si
aptitudini de utilizare
a calculatorului

Permis(e) de
conducere

Informatii
suplimentare

Institutul Unional de Invataimant cu Frecventa Redusa (Institutul de Invatimant
Superior)
Balagiha (Rusia)

1974 - 1978
Diploma AT 565058

- mecanizare

- fitotehnie

- agrotehnica

- botanica

- legumicultura
- pomicultura

Colegiul tehnic Trandafir (Colegiu tehnic)
Riscani (Moldova)

- spirit de echipa
- capacitate de comunicare

- spirit organizatoric
- conducator

- cunoasterea ameliorarii plantelor si a producerii de seminte

- cunoasterea calculatorului

Categoria B

Coautor al hibrizilor de floarea — soarelui: Speranta, Ana, Luceafarul, Codru, Dacia,
Talmaz, Zimbru, Doina, Nistru, Cezar, Oscar.

Publicatii:
Articole in diferite reviste stiintifice
in reviste internationale cotate ISI si SCOPUS

1. SESTACOVA, T., GISCA, I, CUCEREAVII, A, PORT, A, DUCA, M.
Expression of defence-related genes in sunflower infected with broomrape.
Biotechnology and Biotechnology Equipment. Vol. 30, no. 4, 2016, p. 685-691.

in reviste din strainatate recunoscute

1. SESTACOVA T., GISCA I., CUCEREAVII A., TABARA O., PORT A., DUCA
M. Expression of some antioxidant genes in sunflower infected with broomrape.
Analele Stiintifice ale Universitatii ,,Alexandru loan Cuza”, Sectiunea Geneticd
si Biologie Moleculara, 2015, TOM XVI, Fascicula 3, p. 97-106.
http://www.gbm.bio.uaic.ro/index.php/gbm/article/view/1158

2. GISCA 1., JOITA-PACUREANU M., CLAPCO S., DUCA M. Influence of
broomrape on some productivity indices of sunflower, Revista Lucrdri Stiintifice,
seria Agronomie, 2017, vol. 60, p. 97.

in reviste din Registrul National al revistelor de profil

Categoria B

1. GISCAL Influenta lupoaiei asupra cantitatii si calitatii uleiului de floarea-
soarelui. Revista Stiinta Agricola, 2017, nr. 2, p. 16-22.

2. GISCA I STUDII PRIVIND EREDITATEA REZISTENTEI FLORII-
SOARELUI LA LUPOAIE Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiintele
Vietii, 2017, nr. 3(333), p. 121-125
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http://www.gbm.bio.uaic.ro/index.php/gbm/article/view/1158

3.

DUCA M., SESTACOVA T., PORT A., CUCEREAVII A., GISCA 1. TABARA
0. Assessment of sunflower resistance potential to downy mildew. Journal of
Botany, 2014, vol. VI, nr. 2(9), p. 10-16.
http://www.gradinabotanica.asm.md/sites/default/files/revista_botanica%20%202
-2014%20final%209.12.2014.pdf

DUCA M., SESTACOVA T., PORT A., CUCEREAVII A., GISCA 1., TABARA
O. Screening-ul germoplasmei de floarea-soarelui la rugind. Revista Stiinta
Agricola, 2014, Nr.2, p. 15-19.
http://www.uasm.md/images/stories/sa/2_2014.pdf

SESTACOVA T., GISCA 1., CUCEREAVII A., TABARA O. Evaluarea
gradului de sterilitate la floarea-soarelui. Revista Stiinta Agricola, 2015, Nr.1, p.
10-14. http://www.uasm.md/images/stories/sa/1 _2015.pdf

ARTICOLE IN CULEGERI STIINTIFICE

1.

GISCA 1., JOITA-PACUREANU M., DUCA M., PORT A., ABDUSA D.
Productia de seminte la floarea-soarelui in zone cu diverse grade de infectare cu
lupoaie. Conferinta stiintifica internationala ,,Genetica, Fiziologia si Ameliorarea
plantelor” (editia VI-a), 10 octombrie 2017, Chisinau, , p. 40-45

DUCA M., GLNIN A, ACCIU A, GISCA 1. Utilizarea markerilor RAPD
in screening ul molecular al rezistentei florii-soarelui la lupoaie, Simpozionul
Stiintific International ,,Agricultura moderna —realizari §i perspective”, dedicat
aniversarii a 80 de ani de la fondarea UASM, Lucrari stiintifice : Agronomie i
ecologie, Chisinau, 2013, 39, p. 168-172.

MATERIALE/ TEZE LA FORURILE STIINTIFICE

1.

conferinte internationale (peste hotare)
CUCEREAVII A., GISCA I. DUCA M. Ontogenesis and phenology of some
sunflower genotypes from AMG-Agroselect collection. International Plant
Breeding Conference, Kyrenia, Turcia, October 15-20, 2017, p. 88.
GISCA 1., ACCIU A,, GLIJIN A., DUCA M. Highly virulent races of sunflower
broomrape in the Republic of Moldova. Current Opinion in Biotechnology, 2013,
24(1), Suppliment, Proceedings of European Biotechnology Congress p.132.
ISSN 0958-1669. (IF: 8,04)
SESTACOVA T., GISCA I., CUCEREAVII A., PORT A., DUCA M. NPR1
expression in sunflower infected with downy mildew. Current Opinion in
Biotechnology, 2013, 24(1), Suppliment, Proceedings of European Biotechnology
Congress, p.131-132. ISSN 0958-1669. (IF:8,04).
SESTACOVAT., GISCA |, CUCEREAVII A., PORT A., DUCA, M. Defence-
related genes in advanced stages of sunflower-broomrape interaction. I
International Plant Breeding Congress & Eucarpia-Oil and Protein Crops
Section Conference, November 01-05 2015, Antalya, Turkey, p. 201.
GiscA 1., JOITA-PACUREANU M., CLAPCO S., DUCA M. Influenta lupoaiei
asupra unor elemente de productivitate la floarea-soarelui. Simpozionul de
Agricultura si inginerie alimentard, 19-20 octombrie 2017, lasi, p. 95.

conferinte internationale in republica
PACUREANU JOITA M., ANTON G.F., RASNOVEANU L., CUCEREAVII
A., GASCA I. The behavior of a sunflower hybrids set in different soil and
climatic conditions, in Romania. Abstract book of the X International Congress
of Geneticists and Breeders, 28 June-1 July 2015, Chisinau, p. 130.

conferinte cu participare internationala
GISCA 1., CUCEREAVII A. Orobanche cumana Wallr.—fanerogama
devastatoare a culturilor de floarea-soarelui. Conferinta Stiintifica Internationald
a doctoranzilor ,, Tendinte contemporane ale dezvoltarii stiintei: viziuni ale
tinerilor cercetatori”, Chisinau, 2014, p. 57.
CUCEREAVII A., GISCA I. Aspecte privind ameliorarea florii-soarelui la
Centrul Stiintific ,,AMG - AGROSELECT COMERT” SRL. Conferinta
Stiintifica Internationald a doctoranzilor ,, Tendinte contemporane ale dezvoltarii
stiintei: viziuni ale tinerilor cercetatori”, Chisinau, 2014, p. 58
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