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RESUMEN

Estudios genéticos y de biologia reproductiva en Orobanche cumana Wallr.

Orobanche cumana Wallr., denominada jopo del girasol, es una planta angiosperma, parasita
de raiz, carente de clorofila, que vive a expensas del girasol (Helianthus annuus L.;
Asteraceae), unico cultivo que parasita. En la naturaleza, O. cumana parasita un ndmero
reducido de especies de la familia Asteraceae, principalmente Artemisia spp., desde el
Suroeste de Europa hasta Asia Central. El jopo del girasol esta entre las plantas parésitas de
mayor importancia econdmica, por las pérdidas de produccion que ocasiona en la mayor parte
de las zonas de produccion de girasol de Europa y Asia. Existen diferentes métodos de lucha
contra el jopo del girasol, siendo el control genético, mediante el uso de cultivares de girasol
resistentes a jopo, y el control quimico, mediante el empleo de cultivares de girasol tolerantes
a herbicidas, los dos métodos mas eficientes empleados hasta la fecha. El control genético de
esta planta paréasita es complejo, por su elevada capacidad de dispersién y mutacion, pues cada
planta produce miles de diminutas semillas que se propagan facilmente y que pueden
permanecer viables en el suelo de unos 15 a 20 afios.

A diferencia de la mayoria de interacciones entre Orobanche spp. y plantas cultivadas,
en las que resistencia en la planta hospedadora es normalmente de tipo horizontal, es decir,
poligénica, recesiva y no especifica de raza, la resistencia a O. cumana en girasol es
generalmente de tipo vertical, es decir, monogénica, dominante y especifica de raza. Dentro
del sistema parasitico girasol-O. cumana, la mayoria de los estudios se han centrado en la
planta hospedadora, en concreto, en la identificacion de fuentes de resistencia genética y en el
estudio del modo de herencia de la resistencia, siendo los estudios acerca del parasito muy
escasos. Esta es la razon fundamental que motiva la realizacion del trabajo que planteamos, la

de arrojar luz sobre la biologia y genética de O, cumana, para asi poder tener una vision de



conjunto de la interaccidn huésped-parasito con el objetivo final de desarrollar de manera mas

eficiente sistemas de control integral y sostenible de esta planta parasita.

Hasta el inicio de esta Tesis Doctoral, no se habia realizado ningln estudio genético de
herencia de caracteres en O. cumana, ni estudios especificos de biologia reproductiva en esta
especie. Para llevar a cabo tales estudios, era preciso desarrollar previamente procedimientos
y protocolos para el manejo de la planta parasita. En concreto, el primero de los objetivos de
esta Tesis se centro en la realizacion de una serie de estudios metodologicos iniciales para
valorar si el jopo del girasol tolera bien el aislamiento, es decir para comprobar si pueden
obtenerse semillas autofecundadas mediante aislamiento de las plantas con bolsas, y si el
embolsado afecta a la viabilidad e infectividad de las semillas. Las pruebas se realizaron con
tres tipos de bolsas: (i) de papel Kraft marrén, (ii) de papel satinado blanco vy (iii) de plastico
transparente micro-perforado, empleando en esta caso una doble bolsa. Se concluyé que las
plantas de O. cumana toleran bien la autofecundacion mediante embolsado de plantas antes de
la floracion, si bien el tipo de bolsa empleada tiene efectos significativos sobre el desarrollo de
las plantas y sobre la cantidad, calidad y capacidad infectiva de las semillas producidas. De los
tres tratamientos de embolsado empleados, Unicamente el embolsado con pléastico micro-
perforado no presentd diferencias significativas en comparacién con las plantas control no

embolsadas, indicando que este tipo de embolsado es adecuado para las plantas de jopo.

En linea con el primer objetivo, el segundo objetivo de esta Tesis se centro en el
estudio de la produccion de semilla mediante cruzamientos controlados en O. cumana,
como punto de partida para la realizacion de estudios genéticos en esta especie. Se realizaron
experimentos de emasculacién manual, empleando bolsas de papel blanco o de plastico micro-
perforado para el aislamiento de las plantas. Ambas resultaron ser un aislamiento eficaz frente
al polen externo de jopo, ya que plantas aisladas y emasculadas no produjeron semilla. Las
plantas control emasculadas y no embolsadas produjeron un 6.5% de ovarios fertilizados, lo
que sugirio la existencia de polinizacion cruzada en esta especie. Experimentos de hibridacion
controlada de plantas de jopo produjeron semillas viables, lo que indico que los 6rganos
reproductores femeninos no resultan alterados al manipularse las flores durante la

emasculacion y fertilizacion manual. Ademas, el tipo de bolsa empleada para el aislamiento de



plantas afectd al porcentaje de ovarios fertilizados, siendo éste significativamente mayor

cuando se emplearon bolsas de plastico micro-perforado.

El tercer objetivo de la Tesis consistio en el estudio de la herencia del caracter
ausencia de pigmentacion en O. cumana. Se aisl6 en primer lugar un mutante natural de O.
cumana carente de pigmentacion antocianica, que resulta en color amarillo del tallo y flores
blancas. Se cruzaron plantas de la linea mutante con plantas de una linea con pigmentacion
normal y se evaluaron las generaciones F;, F, y Fs. Se concluyd que la ausencia de
pigmentacion es un caracter parcialmente recesivo determinado por un Unico gen, que hemos
denominado Pg. Las plantas herocigotas para este gen presentan un fenotipo intermedio
facilmente reconocible visualmente. Esto posibilita su uso como marcador visual en diversos
tipos de estudios. Asimismo, se demostr6 que el grado de virulencia de familias F3
procedentes de plantas F, homocigotas dominantes o recesivas para el gen Pg no fue
significativamente diferente, indicando que la ausencia de pigmentacion no tiene efecto
alguno sobre la capacidad infectiva del jopo. Es importante destacar que este estudio ha
demostrado por primera vez en O. cumana la utilidad del uso de las técnicas de hibridacién
controlada para el desarrollo de poblaciones segregantes en esta especie, necesarias para
futuros estudios genéticos y moleculares.

Relacionado con el anterior, el cuarto objetivo de la Tesis consistio en el estudio de
la tasa de polinizacion cruzada en O. cumana empleando para ello el mutante no
pigmentado como marcador visual. Para ello, se realizaron experimentos en condiciones de
campo y en macetas en los que plantas individuales de jopo no pigmentado se desarrollaron
rodeadas de jopos pigmentados. El estudio de la progenie de las plantas no pigmentadas
permitio identificar la presencia de plantas hibridas, que promediaron un 28.8% del total de la
progenie en condiciones de campo y un 21.5% en macetas. En el transcurso de estos
experimentos, se observd la presencia de insectos polinizadores de la familia Halictidae
(Hymenoptera) en el interior de flores de plantas no pigmentadas, lo que sugiere su posible
papel en la polinizacidn cruzada de esta especie. A pesar de haber sido considerada hasta la
fecha como una especie estrictamente autdgama, los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral indican la presencia de una cierta tasa de polinizacion cruzada en O. cumana, que

debe ser tenida en cuenta para la obtencidon de lineas puras y aislamiento de genotipos.



Asimismo, la existencia de polinizacion cruzada debe considerarse para entender aspectos

como estructura de poblaciones y evolucion racial en este especie.

Por ultimo, el quinto objetivo de esta Tesis Doctoral fue el estudio de la herencia
de la virulencia/avirulencia en O. cumana. Para ello, se desarrollaron en primer lugar lineas
de jopo correspondientes a dos razas diferentes, la raza E y la raza F del Valle del
Guadalquivir. Mediante cruzamientos entre plantas de ambas lineas, se obtuvieron las
generaciones Fi, F, y F3. De ellas, las generaciones F1 y F3 se evaluaron frente a la linea P-
1380, portadora del gen de resistencia Ors, que confiere resistencia a las razas A a E pero
susceptibilidad frente a la raza F. Los resultados mostraron que la avirulencia en este
cruzamiento es dominante y esta controlada por un Unico gen, que hemos denominado Avroys.
Estos resultados confirman a nivel de la plantas parésita que la interaccion girasol-O. cumana,
en el caso particular del gen Ors en girasol y el gen Avrgs en O. cumana, se ajusta a una
interaccion gen-a-gen, como se habia demostrado previamente a nivel de la planta
hospedadora. Los resultados de este estudio permitiran entender mejor la evolucién racial en

esta mala hierba parasita del girasol.



ABSTRACT

Genetic studies and reproductive biology in Orobanche cumana Wallr.

Orobanche cumana Wallr., called sunflower broomrape, is a root parasitic angiosperm that
does not synthetize chlorophyll and parasitizes only a cultivated plant, sunflower (Helianthus
annuus L.; Asteraceae). In the wild, O. cumana parasitizes a reduced number of species of the
Asteraceae, mainly Artemisia spp., from Southwestern Europe to Central Asia. Sunflower
broomrape is amongst the parasitic plants with the highest economic impact, on account of the
large yield losses that it produces in most of the sunflower production areas in Europe and
Asia. Amongst the methods of control of sunflower broomrape, genetic control, through the
use of sunflower cultivars with genetic resistance to broomrape, and chemical control, through
the use of sunflower cultivars with tolerance to herbicides that control broomrape, are the
most effective methods used to date. Genetic control is hampered by the capacity of mutation
and dispersal of the species, since every single plant produces thousands of tiny seeds that

may remain viable in the soil for more than 15 years.

Unlike most of the interactions between Orobanche spp. and cultivated plants, in
which resistance in the host is generally horizontal, i.e. polygenic, recessive, and non-race
specific, resistance to O. cumana in sunflower is in most cases vertical, i.e. monogenic,
dominant, and race specific. Within the parasitic system sunflower-O. cumana, most studies
have focused on the host, particularly on the identification of sources of resistance and the
study of their modes of inheritance. Studies on the parasite have been scarce thus far.
Accordingly, the motivation of the present research is casting light on biological and genetic
aspects of O. cumana, in order to get a global picture of the host-parasite interaction and
subsequently to develop effective methods for sustainable control of this parasitic weed of

sunflower.



At the beginning of this Thesis, no studies had been conducted on the inheritance of
specific traits or on the mating system of O. cumana. To carry out such studies, it is necessary
previous research on optimized procedures on the management of this parasitic plant in
genetic studies. In particular, the first objective of this Thesis focused on the evaluation of
the aptitude of broomrape to produce seeds of high quality under isolation conditions.
Different isolation conditions using three types of bags were evaluated: brown Kraft paper
bags, white paper bags, and micro perforated plastic bags, in the latter cases using two bags. It
was concluded that O. cumana plants tolerate well self-fertilization by bagging the plants
before flowering, although the type of bag has a great effect on plant development as well as
on the quantity, quality, and infective ability of the seeds. From the three types of bags, only
microperforated plastic bags showed no significant differences with the unbagged control,
indicating that this type of bag is adequate for broomrape plants.

In line with the first objective, the second objective of the Thesis was the study of
seed production in controlled crosses between O. cumana plants, as a starting point for
performing genetic studies in this species. Experiments of manual emasculation were
conducted using white paper bags and micro perforated plastic bags for plant isolation. Both
types of bags were effective to prevent pollen contamination, since plants emasculated and
bagged produced no seeds with both types of bags in absence of manual pollination. Control
plants, emasculated and unbagged, produced 6.5% of fertilized ovaries, which suggested the
existence of cross-pollination in this species. Controlled hybridization produced viable seeds,
indicating no alteration in sexual organs during flower manipulation. The type of bag
influenced the percentage of fertylized ovaries, with the highest percentage observed with

microperforated plastic bags.

The third objective of the Thesis consisted in the study of the inheritance of the
absence of pigmentation in O. cumana. In a first step, a natural mutant lacking anthocyanic
pigmentation, with yellow stems and white flowers, was isolated. Plants of the mutant line
were crossed by plants of a normally pigmented line and the F;, F, and F3; generations were
evaluated. It was concluded that the absence of pigmentation is controlled by partially
recessive alleles at a single locus, designated Pg. Heterozygote plants show intermediate

phenotype easily recognized visually. This facilitates the use of the unpigmented trait as a



visual marker for different types of studies in this species. It was also demonstrated that F3
families from homozygote F, plants dominant or recessive at the Pg locus did not differ for
virulence, which suggested that the absence of pigmentation has no effect on the infective
ability of O. cumana. It is important to highlight that this study demonstrated for the first time
the utility of controlled hybridization techniques for the development of segregating

populations in O. cumana, required for future genetic and molecular studies.

Related to the previous objective, the fourth objective of the Thesis focused on the
study of the cross pollination rate in O. cumana, using the unpigmented mutant as a
visual marker. Two experiments in which single unpigmented plants were surrounded by
pigmented plants were conducted under field and pot conditions. The presence of hybrid
plants with intermediate phenotype in the progenies of unpigmented plants allowed the
estimation of the cross fertilization rate, which averaged 28.8% under field conditions and
21.5% under pot conditions. Small insects of the Halictidae family (Hymenoptera) were
observed inside the flowers of unpigmented plants, which suggested their role in cross
pollination in this species. Despite being considered so far as a strictly autogamous species,
the results of this study indicate the presence of a certain degree of cross pollination in O.
cumana, which should be taken into account for the development of inbred lines and isolation
of genotypes. The existence of cross pollination is also relevant to understand the structure of

populations and race evolution in this species.

Finally, the fifth objective of this Thesis was the study of the inheritance of
virulence/avirulence in O. cumana. Lines of two different races, E and F from the
Guadalquivir Valley, were first developed. Plants of both lines were crossed and the F;, F, and
F3 generations were developed. The F; and F3 generations were evaluated on the differential
line P-1380, carrying the resistance gene Ors, which confers resistance to races A to E but not
to race F. The results showed that avirulence in this cross is controlled by dominant alleles at a
single gene that we have named Avros. These results confirmed at the O. cumana level that
the parasitic interaction sunflower-O. cumana, in the particular case of the resistance gene Ors
in sunflower and the avirulence gene Avrors in O. cumana, follows a gene-for-gene
interaction, as it had been shown previously in sunflower. The results of this study will

facilitate understanding race evolution in this parasitic weed of sunflower.






INTRODUCCION

1.- Plantas parasitas

1.1.- Definicion, clasificacion y caracteristicas

Las plantas parasitas son plantas heterotrofas que necesitan incorporar materia organica
fabricada por otras plantas para completar su ciclo vital. Son denominadas por ello
fitoparasitas o parésitas vegetales. Entre las plantas vasculares, el parasitismo se encuentra
Unicamente en el grupo de angiospermas eudicotiledoneas (Heide-Jggensen, 2013). De
acuerdo con su modo de nutricion, las plantas parasitas se pueden clasificar en dos grandes
grupos: (a) holoparasitas, que carecen por completo de clorofila y capacidad de realizar
fotosintesis, y son plantas parasitas obligadas que precisan desarrollar todo su ciclo vital a
expensas de una planta hospedadora y (b) hemiparasitas, que tienen cierta capacidad
fotosintética, al menos en determinados estadios de su ciclo vital, y pueden sintetizar
parcialmente los elementos necesarios para su nutricion (Heide-Jggensen, 2013). Las plantas
hemiparasitas pueden ser facultativas u obligadas, siendo capaces de completar con éxito su
ciclo vital independientemente o no, respectivamente, de la planta hospedadora. Asimismo, en
funcién del rango de hospedadores, podemos encontrar plantas parasitas generalistas o bien
especificas de huésped, seguin puedan parasitar a muchas otras especies de plantas o se hayan

especializado en una especie y género en concreto, respectivamente (Heide-Jggensen, 2013).

Las plantas parésitas tienen caracteristicas propias que las definen y diferencian de las
plantas autétrofas, presentando algunos dérganos modificados o inexistentes y otros muy
caracteristicos y especializados por su adaptacion al modo de vida total o parcialmente
parasito. Fisiolégicamente, es el haustorio el que caracteriza, por encima de cualquier otro

organo, a las especies parésitas, ya que constituye la conexion fisica entre dichas especies y



sus plantas hospedadoras. Se inicia como tubo germinativo que penetra en la planta
hospedadora y conecta con su xilema, floema, o ambos, estableciendo una conexion vascular
completa que permite extraer de la planta hospedadora agua y sustancias nutritivas con gran
eficiencia (Joel et al., 2013). El haustorio constituye ademéas una interface entre la planta
parasita y la planta hospedadora que permite no sélo el intercambio de nutrientes, solutos y
carbohidratos, sino también de macromoléculas como proteinas (Aly et al., 2011), ADN
(Yoshida et al., 2010) o ARNs (Tomilov et al., 2008; Westwood et al., 2009). Ademaés de este
Organo altamente especializado, las plantas pardsitas carecen de raices funcionales, o las
tienen modificadas, y originan sustancias de naturaleza mucilaginosa con las que son capaces
de adherirse fuertemente a las raices, en caso de que sean parasitas de raiz, o a los tallos del
hospedante si toman su alimento de la parte aérea. Las plantas parésitas de raiz pueden
responder de un modo preciso y especializado a sefiales quimicas presentes en la rizosfera
producidas por otras plantas, que pueden desencadenar la germinacion de sus semillas y
posteriormente orientar a los tubos germinativos hacia sus futuros hospedantes. Los tallos se
desarrollan generalmente de forma vertical, por encima del suelo. Sus funciones son las de
sostener las hojas, almacenar las sustancias nutritivas, y conducir el agua y los nutrientes, y
pueden ser flexibles o bien formar un tronco rigido y lefioso. Las hojas y sus peciolos,
estructuras altamente especializadas en la fabricacion y transporte de alimentos en plantas con
capacidad fotosintética, estan ausentes en las plantas holoparasitas obligadas, pudiendo existir
como tales o transformadas en algunas hemiparasitas y parasitas facultativas con alguna o
todas sus funciones. Los tallos pueden presentar bracteas. En general, se trata de plantas con
vistosas flores, con calices que pueden o no tener sépalos. Las flores pueden ser unisexuales o
hermafroditas, las cuales han desarrollado diferentes formas y mecanismos de polinizacion
segun la especie. Tras la fecundacion, se producen multitud de semillas que son liberadas de
nuevo al ambiente (Musselman y Press, 1995; Nickrent, 2002a, 2002b).

Existen numerosas especies de plantas parasitas que se distribuyen por todo el planeta,
pudiendo vivir a costa de un gran namero de especies tanto arbdreas como herbaceas a las que
parasitan. Se ha estimado que en torno al 1% de las plantas angiospermas presentan algun
grado de parasitismo (Parker y Riches, 1993). Una reciente clasificacion basada en estudios
moleculares ha identificado 28 familias de plantas paréasitas, la mayoria de ellas compuestas

exclusivamente por este tipo de plantas, con excepcion de tres familias (Orobanchaceae,
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Lauraceae y Convolvulaceae) que contienen tanto plantas parésitas como no parasitas
(Nickrent, 2010). Las familias de plantas parasitas pertenecen a 12 ordenes diferentes, lo que
indica que el parasitismo ha evolucionado independientemente varias veces (Heide-Jggensen,
2013). El nimero total de especies parasitas se estima en torno a 4,500, agrupadas en 270-275

géneros (Heide-Jggensen, 2013).

Dentro de las plantas parasitas hay especies que parasitan plantas cultivadas, y que por
tanto pueden constituir una importante limitacion fitopatologica del rendimiento del cultivo,
Ilegando incluso en casos extremos a su abandono (Nickrent, 2002a; Walters, 2010; Parker,
2013). Las plantas fitoparasitas de mayor importancia econdémica, por las pérdidas de
produccién que ocasionan, pertenecen a seis generos agrupados en tres familias: Cuscuta
dentro de la familia Convolvulaceae; Orobanche, Phelipanche y Striga pertenecientes a la
familia Orobanchaceae; y Arceuthobium y Viscum, ambos de la familia Viscaceae (Nickrent,
2002b; Schneeweiss, 2013). Dentro de estos géneros, las especies mas dafiinas pertenecen a
los géneros Striga (malezas de brujas) y Orobanche y Phelipanche (jopos) (Musselman,
1980). Sélo el area afectada por Striga en Africa se estima entre 50 y 300 millones de ha, con
unas pérdidas importantes de cosecha de cereales (Parker, 2013). Diversas especies de jopo
afectan a unas 16 millones de ha en la Cuenca Mediterranea y parte Oeste de Asia (Parker,
2009). Estos tres géneros pueden afectar a mas del 4-5% de la superficie cultivada en el
mundo (Parker, 2013).

1.2.- El género Orobanche

Orobanche L. sensu lato (incluyendo Phelipanche Pomel) constituye el mayor grupo
taxondmico de plantas holoparasitas dentro de la familia Orobanchaceae y consta
aproximadamente de 170 especies (Gevezova et al., 2012). La clasificacion de las especies
dentro de este género supone un problema por varias razones. En primer lugar, existe una
variabilidad inherente en plantas pertenecientes a la misma especie, por ejemplo, en cuanto al
color de la corola y al tamafio. En segundo lugar, al tratarse de plantas holoparasitas, se reduce

el numero de caracteres utiles en taxonomia, por su grado de simplificacion general.
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Finalmente, la planta hospedadora puede influir en la morfologia de la planta paréasita
(Musselman y Parker, 1982). ElI empleo, entre otras, de algunas caracteristicas
micromorfolégicas como la observacion microscopica de semillas (Abu Sbaih y Jury, 1994;
Plaza et al., 2004) o polen (Zare y Dénmez, 2013; Piwowarczyk et al., 2015), usadas en
diversos estudios taxondmicos, ha permitido una clara clasificacion del género en secciones, si
bien la clasificacion de especies dentro de cada seccién es mas compleja (Portnoy et al.,
1997).

El género Orobanche es considerado por la mayoria de los taxonomistas como un
género Unico con cuatro secciones: Gymnocaulis Nutt., Myzorrhiza (Phil.) G. Beck (=Thalesia
0 Aphyllon, por algunos autores), Osproleon Wallr. (=Orobanche), y Trionychon Wallr.
(Beck-von-Mannagetta, 1930; Gevezova et al., 2012). Gymnocaulis y Myzorrhiza estan
distribuidas por el Nuevo Mundo donde atacan plantas en su mayoria silvestres y tienen
escaso interés econdmico, por no ocasionar dafios en los cultivos. Las especies de mayor
importancia agronémica y econdmica pertenecen a las secciones Trionychon y Osproleon,
diferenciandose de las otras por tener el caliz zigomorfico, con cuatro I6bulos, y entre si por la
presencia 0 no de bracteolas y ramificaciones en el tallo. Asi Trionychon [Phelipanche
ramosa (L.) Pomel, P. aegyptiaca (Pers.) Pomel] se caracteriza por tener 2 bracteolas, un céliz
tetradentado y un tallo normalmente ramificado, mientras que en la seccion Osproleon
(Orobanche cernua Loefl., O. cumana Wallr., O. crenata Forsk., O. minor Sm.) las bracteolas
estan ausentes, el caliz tiene uno o dos dientes, y son normalmente plantas no ramificadas
(Musselman, 1991).

La distribucion predominante del género Orobanche es la Cuenca Mediterranea,
Oriente Medio, la zona del Mar Negro, y el Suroeste de Asia, si bien, recientemente algunas
especies se han introducido en otras areas geograficas. Asi, O. cernua también se encuentra en
el Oeste de Africa y en Australia; O. minor en Africa del Sur, Nueva Zelanda, Este de Africay
Este de los EE.UU.; y P. ramosa en Africa del Sur, Valle Central de Chile, Centroamérica, y
Este y Oeste de los EE.UU (Musselman, 1986, 1994; Garcia-Torres, 1993). Ninguna especie
de este género tiene una distribucién tropical, aungque hay excepciones, ya que individuos de

algunas especies pueden vivir en las latitudes superiores de los tropicos. Su distribucion
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predominante en zonas templadas se explica porque necesitan temperaturas moderadas para la

germinacion (Garcia-Torres, 1993).

Las especies de Orobanche de mayor importancia econdémica, por parasitar plantas
cultivadas, son P. aegyptiaca y P. ramosa (Sect. Trionychon Wallr.), y O. cernua, O. crenata
y O. cumana (Sect. Osproleon Wallr.) (Musselman, 1986; Parker y Riches, 1993; Parker,
2013), siendo las principales familias afectadas por estas especies las leguminosas (Fabaceae),
compuestas (Asteraceae) y solanaceas (Solanaceae) (Parker, 2013). El rango de hospedadores
de las especies de Orobanche varia desde muy amplio (por ejemplo en P. ramosa que parasita
un amplio numero de cultivos en diversas familias como Fabaceae, Asteraceae, Solanaceae 0
Apiaceae), a moderado (por ejemplo en O. cernua que Se encuentra principlamente
parasitando cultivos de solandceas) o muy estricto, como es el caso de O. cumana que es

especifica del girasol (Parker, 2013).

2.- Orobanche cumana: El jopo del girasol

El jopo del girasol (Orobanche cumana Wallr.) es una planta parésita de raiz. Al igual que
otras plantas del género, carece de clorofila, siendo un parésito obligado que depende
completamente de la planta hospedadora. La especie fue descrita por Wallroth (1825) sobre
plantas recolectadas en zonas desérticas del Suroeste de Asia y el Sureste de Europa. En su
zona de origen, O. cumana parasita plantas silvestres de Artemisia spp. (Novopokrovsky y
Tzvelev, 1958) pero tras la introduccion del cultivo de girasol en Rusia, O. cumana comenz0 a
parasitar a este cultivo (Vranceanu et al., 1986). En la Fig. 1 se presentan plantas silvestres de
O. cumana y como mala hierba parasitando al girasol. Si bien la relacion parasitica O.
cumana-girasol esta documentada desde el s. XVIII, es a finales del s. XIX en Rusia cuando
se convierte en un problema de importancia econdmica (Skori¢ et al. 2010). Hoy en dia, el
jopo del girasol causa grandes pérdidas de produccion en diferentes areas de cultivo del
girasol (Parker, 2013).
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Fig. 1. Detalle de plantas de O. cumana parasitando plantas silvestres de Artemisia spp.
(izda.), y al girasol (dcha.)

Existe cierta controversia acerca de la clasificacion del jopo de girasol como especie,
ya que algunos taxonomistas consideraban esta especie como un taxon infraespecifico de O.
cernua (Beck-Mannagetta, 1930; Greuter et al., 1989). Sin ambargo, existe hoy en dia una
amplia base de evidencias, basadas tanto en estudios moleculares, quimiotaxonémicos, y
micromorfolégicos de semillas, que apoyan su clasificaciobn como especie separada de O.
cernua (Katzir et al., 1996; Paran et al., 1997; Pujadas-Salva y Velasco, 2000; Velasco et al.,
2000; Benharrat et al., 2002; Roman et al., 2003).

2.1.- Caracteristicas morfologicas

O. cumana, por ser una planta fitoparasita obligada, carece de clorofila y de algunas
estructuras tales como raices y hojas. El tallo, en su parte aérea, es erecto, vigoroso, y alcanza
una longitud de 20 a 80 cm y un diametro de hasta 2,5 cm. El color es amarillo verdoso o
amarillo oscuro con matices morados, y pubescencias mas o menos glandulares. La parte

subterranea del tallo estd ligeramente engrosada por la base y su color es amarillento, sin
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ninguna otra pigmentacion. Las plantas de O. cumana pueden medir hasta 65 cm de altura,
con tallos delgados ligeramente engrosados en la base (Pujadas-Salva y Velasco, 2000). Sobre
el tallo aparecen brécteas simples carentes de bracteolas (5-10 mm), con aspecto de escamas
amarillas (Vranceanu, 1977; Pujadas-Salva y Velasco, 2000). Las flores, sentadas, tienen un
solo plano de simetria. La corola es tubular, curvada y bilabiada, con el labio superior
bilobulado y el inferior trilobulado. Las flores, zigomdrficas y pentameras, son hermafroditas,
de color pardo con tonos azules o palido viol&ceas, y se encuentran dispuestas en un racimo
terminal. Estan insertadas en las axilas de unas bracteas tectrices cuyas dimensiones oscilan
entre 7 y 12 mm, ovaladas o lanceoladas, siendo su coloracion similar a la del céliz (Diaz
Celayeta, 1974; Vranceanu, 1977; Pujadas-Salva y Velasco, 2000). El gineceo esta formado
por un ovario supero, unilocular y bicarpelar. El estilo es casi glabro y el estigma blanquecino
y bilobulado. El androceo estd constituido por cuatro estambres insertos hacia la mitad del
tubo de la corola. El filamento es glabro y las anteras son persistentes, mucronadas y con
apertura longitudinal. Tras la polinizacién se desarrollan los frutos, uno por cada flor
fecundada. El fruto es una cépsula de 8-10 mm cuyos I6culos contienen en su interior unas
1,200-1,500 semillas. Las semillas son de muy pequefio tamario, de 0.25 a 0.4 mm de longitud
y 0.12-0.18 mm de anchura (Joel, 1987), estando por consiguiente al limite de la capacidad
humana de percepcidn visual. Con una lupa bilocular o microscopio se observan sus distintas
formas (ovaladas, piriformes, cuneiformes y triangulares) y los tegumentos reticulados y
endurecidos que envuelven al endospermo y al embrion (Garcia-Torres, 1993). Estan cubiertas
externamente por una capa transparente, lustrosa, de color pardo-amarillento-dorado y elastica
en estado himedo, que corresponde a la testa y esta constituida por una sola capa de células
alargadas y estrechas. Internamente a la testa se encuentran los tegumentos del embrién y un
cuerpo grande, ovoide, que ocupa una parte considerable del interior de la semilla, el
endospermo o albumen (Joel, 1987). En la Fig.2 se presentan distintos aspectos de plantas de

O. cumana.
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Fig.2 Detalle de plantas de O. cumana.

2.1.1.- Diversidad morfologica en Orobanche spp. en relacién con su

pigmentacion

Algunas especies vegetales presentan individuos con diferente coloracion, por ejemplo en los
pétalos de sus flores, tanto dentro como entre poblaciones. El color de las flores y del tallo ha
sido observado y estudiado a lo largo de la historia (ej. Mendel, 1866). El interés por este
caracter continua aun vigente ya que es caracter Gtil para profundizar en procesos ecolégicos y
evolutivos (Sobel y Streisfeld, 2013).

El color del tallo en Orobanche spp. esta principalmente determinado por la
acumulacién de antocianinas, que son mas visibles debido a la ausencia de clorofila
(Wheldale, 1916). Diversos estudios han puesto de manifiesto diferentes tonos de colores de
los tallos, desde blanquecinos (Pujadas-Salva y Velasco, 2000), amarillentos o marrones
(Novopokrovsky y Tzvelev, 1958), a colores como azul-violeta, amarillo o rojizo (Kreutz,
1995). La corola es de color blanco en la base y azulado palido-violeta en el extremo (Kreutz,
1995).

Salvo en O. lutea Baumg., donde toda la planta es generalmente de color amarillo, las
variantes no pigmentadas (con tallos amarillos y corola completamente blanca) son poco

frecuentes en poblaciones de Orobanche spp., si bien se han descrito en O. alsatica Kirschl.,
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O. rapum-genistae Thuill., O. teucri Holandre, O. hederae Duby, O. elatior Sutton y O.
crenata Forsk. (Rumsey y Jury, 1991; Kreutz, 1995). En algunos casos, las variantes amarillas
se han separado como un taxon infraespecifico, como por ejemplo O. rapum-genistae Thuill.
var. typica G. Beck forma flavescens Durand (Beck-Mannagetta, 1930) o O. minor Sm. var
flava E. Regel (Rumsey y Jury, 1991). Plantas amarillas, no pigmentadas, de O. cumana (Fig.
3) se describieron por primera vez en la poblacion BS-78 recogida en la provincia de Cuenca
en 1978 (Gonzalez-Torres et al., 1982). Tras la evaluacion de BS-78 en nueve lineas y
cultivares de girasol, estos autores concluyeron que no existian diferencias para parasitismo
asociadas con el color del tallo. Hasta la fecha del inicio de esta tesis, no existia ningun
estudio en Orobanche spp. acerca del control genético de la ausencia de pigmentacion, salvo
en una descripcion de especies de Orobanche en Gran Bretafa e Irlanda en la que se sugiere
que este caracter podria ser monogénico (Rumsey y Jury, 1991; Rumsey, 2007).

=N

Fig. 3 Detalle de plantas no pigmentadas de Orobanche cumana (izda.), aisladas por
Rodriguez-Ojeda y col. a partir de una poblacién procedente de Cuenca (dcha, plantas

pigmentadas).
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2.2.- Distribucion geografica, dispersion e importancia econémica

Como mala hierba parésita del girasol, Orobanche cumana se distribuye en la actualidad por
paises productores de girasol principalmente en el Sur y Sudeste de Europa, Asia, y Norte de
Africa (Kaya, 2014). En Europa se ha descrito en Espafia, Moldavia, Rumania, Bulgaria,
Serbia, Hungria, Rusia, Ucrania, Turquia Yy, recientemente, en Francia (Parker, 2009, 2013;
Jestin et al., 2014) (Fig. 4). En Asia, se encuentra presente en Israel, Iraqg, Iran, Pakistan, India,
China y Mongolia (Parker, 2009, 2013; Kaya, 2014; Shi et al., 2015). En el Norte de Africa se
ha observado en Tunez, Egipto y Argelia (Sackston, 1978; Amri et al., 2012). Ademas, se

encuentra en algunas zonas del continente Australiano (Musselman, 1986).

Fig. 4 Distribucion europea de O. cumana como mala hierba parésita del girasol

En Espafia, el jopo del girasol se detectd por primera vez en 1958 en la provincia de
Toledo sobre girasol no oleaginoso. A partir de ese momento se describieron ataques graves
de jopo sobre girasol no oleaginoso tanto en provincias de la zona Centro como en la zona
Sur. A finales de los afios 80, las infecciones aun se concentraban en cultivos de girasol no
oleaginoso, siendo testimonial la infeccion de cultivares oleaginosos. Es a comienzos de la
década de los 90 cuando se extienden las infecciones de jopo a cultivares oleaginosos,
experimentandose una veloz expansion de las mismas. En Andalucia, se pasé de una
estimacion de superficie infestada en torno a 75,000 has en 1991 a 350,000 has en 1993, lo
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que representaba mas de la mitad de la superficie dedicada al cultivo del girasol oleaginoso.
Este alto grado de infestacion se localizaba principalmente en las campifias de Cérdoba y
Sevilla. Observaciones similares se realizaron en Cuenca (Alonso, 1998). Actualmente, el
jopo de girasol se encuentra principalmente en las principales zonas de cultivo del girasol en
Castilla-La Mancha y Andalucia (Valle del Guadalquivir), si bien se estan observando nuevas
areas infestadas en regiones donde previamente no se habia detectado, como Castilla y Ledn
(Fernandez-Escobar et al., 2009; Pineda-Martos et al., 2013).

La elevada proliferacion del jopo de girasol, que llega a producir alrededor de 50,000
semillas por planta (Vranceanu, 1977) de tamafio no superior a medio mm (Joel et al., 2007),
facilita su dispersion, ya sea mediante practicas agricolas, fendmenos naturales como el viento
o0 el agua, o bien a través de su transporte adheridas a maquinaria o incluso a la superficie de
los aquenios de girasol (Castejon et al., 1991; Skori¢, 2012). El incremento del area del cultivo
del girasol ha permitido la extension de este parasito vegetal. Esto, junto con la capacidad de
persistencia del jopo del girasol en las zonas infestadas, con constancia de que las semillas
pueden mantener capacidad infectiva tras permanecer mas de 20 afios en el suelo (Melero-
Vara y Alonso-Arnedo, 1988; Skori¢, 2012;), explica el enorme riesgo que O. cumana
representa para el cultivo del girasol.

Las pérdidas causadas por el ataque de jopo varian segun la intensidad de la infeccion
y las condiciones ambientales. Un ataque leve puede reducir la productividad de un 5 a un
20%, un ataque medio de un 20 a un 50%, y una infeccion fuerte puede provocar mas de un
90% de reduccion del rendimiento (Skori¢, 1988). La intensidad de la infeccion se mide
generalmente por el porcentaje de plantas con jopo (incidencia) y por el nimero medio de
plantas de jopos por planta de girasol (grado de ataque) (Vranceanu et al., 1986).
Actualmente,se estima que entre 4 y 5 millones de has del area mundial cultivada de girasol

(15-20% del total de la superficie) estan infestadas por jopo (Fernandez-Martinez et al., 2015).

2.3.- Métodos de control

En general, los métodos de control del jopo de girasol estan basados principalmente en el

desarrollo de variedades resistentes, control bioldgico, aplicacion de herbicidas, y manejo
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agronémico (fecha de siembra, solarizacion, no laboreo, etc.). Otros métodos se basan en el
empleo de cultivos trampa o el uso de estimulantes sintéticos de la germinacion, para inducir
la germinacion en ausencia del cultivo hospedador (Jonson et al., 1976). En cuanto a la
eficacia de los métodos de control, resaltar que el sistema parasitico O. cumana-girasol es uno
de los sistemas en el que se han obtenido los mejores resultados en cuanto al desarrollo de
resistencia genética, y posiblemente uno de los mas estudiados (Ramiah, 1987; Fernandez-
Martinez et al., 2012, 2015). En el apartado 4.3.1 de esta introduccion se profundizara y
describiran con mas detalle los mecanismos y control genético de la resistencia a jopo en
girasol. En cuanto a los otros métodos de control, se describen a continuacién aquellos

estudiados especificamente para esta interaccion parasitica.

2.3.1.- Control mecénico y agrondémico.

La modificacion de la fecha de siembra se ha propuesto como un método de control de jopo.
Asi, algunos estudios realizados en el Valle del Guadalquivir sugirieron que las siembras
tempranas de girasol reducen la infeccion producida por O. cumana en torno al 30-50%
comparadas con fechas de siembra convencionales (Castejon Mufioz et al., 1993; Garcia-
Torres, 1994). Sin embargo, otros estudios realizados en el Valle del Guadalquivir (Akhtouch
et al., 2013) y en la regién de Tracia en Turquia (Aydin y Mutlu, 1996) arrojaron resultados
opuestos, siendo menor el numero de jopos por planta en fechas de siembra més tardias.

La rotacion con “cultivos trampa” se ha propuesto como un método para reducir el
banco de semillas de jopo en el suelo. Los cultivos trampa son aquellos con capacidad de
estimular la germinacion de las semillas de jopo de girasol pero que no pueden ser parasitados
por esta especie. Se trata en definitiva de una especie de germinacién suicida, ya que al no
encontrar planta hospedadora las semillas mueren. Fernandez-Aparicio et al. (2009)
describieron como cultivos trampa del jopo de girasol el algoddn (Gossypium hirsutum L.),
mijo (Panicum miliaceum, L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), trigo duro (Triticum
durum L.) y avena (Avena sativa L.), que en todos los casos indujeron la germinacion de mas
del 20% de las semillas de jopo en ensayos con exudados de raiz. Tres de estos cultivos

trampa (sorgo, mijo y algodon) fueron observados también en estudios llevados a cabo por
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Rodriguez-Ojeda et al. (2001a), en los cuales destaco el maiz, que indujo la germinacion de

semillas de jopo en un 85%.

2.3.2.- Control quimico

El uso de herbicidas selectivos se ha empleado con éxito en habas (Vicia faba L.) y otras
especies cultivadas como estrategia para controlar diferentes especies de Orobanche
(Kasasian, 1973; Garcia-Torres y Lopez-Granados, 1991). Estudios iniciales indicaron que en
girasol y otros cultivos algunos herbicidas del grupo de las imidazolinonas resultaban ser
eficaces en la reduccion de la infeccion (Lolas, 1994; Garcia-Torres, 1994). Entre ellos, el
imazetapyr mostrd6 un buen control de jopo en algunas leguminosas hospedadoras de
Orobanche en tratamientos en pre- y post-emergencia (Garcia-Torres y LOpez-Granados,
1991; Saber et al., 1994). En girasol, estos herbicidas producian también una reduccion
significativa de la infeccion, pero aparecian efectos toxicos en el cultivo (Garcia-Torres et al.,

1994, 1995). En la Fig.5 se muestra el efecto en O. cumana del tratamiento con herbicidas.

Fig. 5. Efecto sobre O. cumana del tratamiento con herbicidas

El empleo de herbicidas selectivos en girasol se facilitd con el desarrollo de

germoplasma de girasol tolerante a ciertos tipos de herbicidas. Su origen se remonta a una
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poblacién silvestre de H annuus recolectada en Kansas (Estados Unidos) en un cultivo de soja
tras un tratamiento con imazetapyr al que fue resistente. Su descendencia mostro en torno a un
25% de plantas resistentes a imazetapyr aplicado en post-emergencia en dosis comprendidas
entre 26,6 y 53,2 g materia activa / ha. Algunas de las plantas sobrevivieron a dosis 32 veces
superiores a las recomendadas para el cultivo de la soja. Esta poblacion resultd susceptible a
O. cumana con una incidencia del 100%. EI imazetapyr aplicado en post-emergencia resulto
ser un método eficaz para el control de jopo en plantas de esta poblacion de H. annuus
silvestre, lo cual posibilité el inicio del desarrollo de un nuevo método de control del jopo del
girasol basado en el desarrollo de variedades de girasol tolerantes al herbicida y en el
tratamiento en post-emergencia con imazetapyr (Alonso et al., 1998). Hoy en dia, se han
desarrollado diferentes sistemas genéticos de tolerancia a herbicidas en girasol que se estan
empleando ampliamente en determinadas regiones como sistema de control de jopo y malas
hierbas (Salas, 2012).

Otro sistema de control quimico del jopo de girasol es a través de estimulantes
quimicos de la germinacién, naturales o sintéticos. Estos estimulantes estimulan una
germinacién que se puede considerar como suicida, pues se produce en ausencia de la planta
hospedadora, lo que contribuye a reducir el banco de semillas en el suelo (Rubiales et al.,
2009). Si bien se han llevado a cabo numerosos estudios basicos en este sentido, su aplicacion
como método de control en condiciones de campo no es posible aun debido a diversos
factores, tanto econémicos como agrondmicos (Rubiales et al., 2009). Recientemente, se han
sintetizado artificialmente nuevas moléculas analogas de estrigolactonas capaces de inducir la
germinacion de O. cumana, cuyo potencial como sistema de control del jopo mediante

induccion de germinacidn suicida se esta evaluando (Lachia et al., 2015).

2.3.3.- Control biolégico

Los métodos de control bioldgico son los que utilizan organismos vivos (insectos y
microorganismos) como enemigos naturales de las plantas fitoparasitas. EI modo de
aplicacion de este método de control puede hacerse a partir de estrategias de inoculacion

clasica de los patdgenos sobre las plantas parasitas o bien por aplicacion de bioherbicidas
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extraidos a partir de cultivos de estos organismos (Templeton et al., 1986). El primer
procedimiento incluye la introduccion y el desarrollo del organismo antagonista de modo
estable en el suelo, mientras que en la elaboracion de los bioherbicidas se desarrollan técnicas
de produccién en masa de los microorganismos y de extraccion de las sustancias toxicas para

ser utilizadas sobre plantas parasitas.

Phytomyza orobanchia Kaltenbach (Diptero: Agromyzidae) es una mosca monofaga
que se alimenta de plantas de jopo, en concreto de las especies O. cernua, O. cumana, O
crenata, O. major y O. aegyptiaca, entre otras (Klein y Kroschel, 2002). En su estado larvario
(3.4-4.0 mm de longitud, 1,0 mm de diametro) se alimenta de las semillas inmaduras de jopo
alojadas en las cépsulas del fruto, destruyéndolas en su totalidad. Ademas, en sus
desplazamientos perfora tineles desde la parte subterrdnea hasta la aérea del tallo (Klein y
Kroschel, 2002). Este método de control biolégico de Orobanche spp. se ha utilizado con
éxito en Egipto (Hammad et al., 1967), Turquia (Nemly y Giray, 1983) e Irak (Al-Khesraji y
Abdel-Wahid, 1988).

Entre las estrategias que utilizan organismos vivos en la elaboraciéon de productos
de naturaleza toxica contra Orobanche destaca uno de los bioherbicidas més extendidos, el
Producto F, desarrollado a partir de Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp. orthoceras (Appel &
Wollenw.) Bilai. Fue desarrollado en la antigua Unidn Soviética y se utilizé especialmente
contra O. aegyptiaca en tomate, melén y berza (Parker y Riches, 1993). Estudios en girasol
han demostrado el potencial de este hongo en el control de O. cumana (Bedi y Donchev 1991;
Shabana et al., 2003; Miller-Stover et al., 2004).

2.3.4.- Control mediante resistencia genética

El empleo de cultivares de girasol resistentes ha sido uno de los mecanismos de control de
jopo mas eficientes y econdmicos empleados hasta la fecha (Fernandez-Martinez et al., 2015)
(Fig. 6). Por su relevancia en esta Tesis se profundizard en el apartado 4.3.1 de esta

Introduccién.
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Fig. 6. Cultivares de girasol resistentes a O. cumana (dcha.) frente a cultivares susceptibles
(izda.)

3.- Aspectos basicos de la biologia de O. cumana vy otras plantas

parasitas del género

3.1.- Ciclo del parasito

La interaccion huésped-parasito en el sistema girasol-O. cumana es compleja de analizar, al
igual que ocurre en otros sistemas parasiticos estudiados, ya que en este tipo de interaccion no
solo intervienen los genotipos del huésped y del parasito, sino también la accion ambiental

sobre cada uno de ellos y sobre su interaccion (Cubero et al., 1999).

La fase de germinacién es un periodo critico del ciclo vegetativo de las especies
holoparasitas (Musselman y Press, 1995; Dhanapal y Struik, 1996) ya que durante este
periodo, y hasta lograr la efectiva conexion con el sistema vascular del huésped, vivira a
expensas de sus propias reservas nutritivas. Con las condiciones adecuadas, incluyendo

temperatura, humedad y calidad del suelo, las semillas de O. cumana tienen capacidad de
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responder a estimulos quimicos de la germinacion producidos por las raices de la planta
hospedadora. Existe una amplia informacién acerca del periodo de acondicionamiento de las
semillas de Orobanche spp., que ha de ser de varios dias en condiciones adecuadas de
temperatura y humedad (Chae et al., 2003; Louarn et al, 2012; MaSirevi¢ et al, 2012; Pieterse,
1979; Press et al., 1990). La temperatura del suelo dptima se encuentra entre los 20 y 25°C
(Masirevi¢ et al, 2012; Skorié, 2012), si bien se ha puesto de manifiesto cierta variabilidad
interespecifica e intraespecifica en Orobanche en cuanto al efecto de dicho pardmetro sobre la
germinacién, siendo este factor muy importante en la interaccion girasol-O. cumana (Sukno,
1997). Después de este periodo de acondicionamiento, es necesaria la presencia de los
exudados radiculares de su hospedador especifico, el girasol, para estimular la germinacion de
las semillas de jopo, si bien como se ha comentado previamente otros cultivos que se
denominan cultivos trampa pueden estimular también la germinacion. Dichos exudados son
liberados por las raices de las plantas a la rizosfera al crecer y son sélo activos en las
proximidades de su lugar de origen y difusion (aproximadamente < 10 mm) (Garcia-Torres,
1993). Los principales compuestos descritos que estimulan la germinacion del jopo de girasol
son estrigolactonas (Yoneyama et al., 2011), sesquiterpeno lactonas (Joel et al., 2011; Raupp y
Spring, 2013) y heliolactonas (Ueno et al., 2014).

La semilla de jopo desarrolla al germinar un delgado filamento denominado tubo
germinativo o procauloma que alcanza una longitud de 3-4 mm. Esta estructura emerge del
extremo mas estrecho de la semilla, y se diferencia de una radicula por la ausencia de cofia en
su apice (Stewart y Press, 1990). El tubo germinativo crece en la rizosfera en direccién a la
raiz hospedante por elongacion de sus células y por division celular. Una vez que se ha
producido el contacto, el apice del tubo germinativo segrega una secrecion mucilaginosa, por
la cual queda adherido fuertemente a la superficie de la raiz de la planta hospedadora (Joel y
Losner-Goshen, 1994). A continuacion, se produce un engrosamiento en el punto de contacto
y se desarrolla una estructura denominada el apresorio. Esta estructura ataca la epidermis de la
raiz, degradando las células de la superficie en contacto con el apice del tubo germinativo
(Press y Graves, 1995; Joel et al., 1996). Posteriormente, se diferencia una estructura
engrosada en el apice que constituye el haustorio (Joel, 2013). El haustorio libera exoenzimas
capaces de degradar las paredes celulares y las laminas medias, lo que hace que esta estructura

penetre suavemente en los tejidos del huésped abriéndose camino entre las células del cortex,
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la endodermis, hasta llegar al cilindro central (Joel y Losner-Goshen, 1994). Sus células
intrusivas ejercen presion e invaden los huecos originados por la degradacion enzimatica, lo
que le permite crecer y desarrollarse en el apoplasto, sin provocar la destruccion de las células
de la planta hospedadora (Dorr y Kollmann, 1974). El haustorio establece conexiones
vasculares entre los tejidos del parésito y de la planta hospedadora, estableciendo una
continuidad apoplastica entre el xilema y el floema de la planta hospedadora y la planta
parésita, quedando ésta ultima integrada fisiolégicamente con su hospedadora (Dorr y
Kollmann, 1975). Una vez establecidas las conexiones vasculares, el jopo comienza a
desarrollarse gracias al agua y a las sustancias nutritivas procedentes del girasol, comenzando
la fase de vida parésita, ya que durante la fase de germinacién y penetracion, en la fase
independiente, los nutrientes necesarios se encontraban presentes en las sustancias de reservas

acumuladas en la semilla (Joel et al., 1995).

El crecimiento del jopo se inicia con un engrosamiento en el lugar de penetracion del
haustorio y esta zona aparece de color amarilla, inicidndose el desarrollo del nddulo,
distinguible morfol6gicamente, que produce numerosas prolongaciones o protuberancias a
modo de pequefias falsas raices carentes de pelos absorbentes. Del nédulo se diferencia un
vastago que emerge en pocos dias y da lugar a un tallo erecto, con brécteas y flores que tras la
fecundacion generan de nuevo semillas (Skori¢, 1988). Estas, una vez maduras, se liberan de
los frutos al abrirse las capsulas, que quedan prendidas al tallo (Plaza et al., 2004; Pujadas-
Salva, 2002). Se liberan alrededor de 1,200 a 1,500 semillas por cépsula, por lo que una séla
planta puede producir entre 50,000 y 500,000 semillas, lo cual permite que el banco de
semillas parésitas se incremente en el suelo de forma muy rapida (Gevezova et al., 2012). En

la Fig. 7 se presenta esquematizado el ciclo de O. cumana.
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Fig. 7. Ciclo de O. cumana.

3.2.- Biologia reproductiva

Existen muy pocos estudios especificos sobre la biologia reproductiva en Orobanche spp.
(Prider, 2015) y la mayoria de las conclusiones acerca del sistema reproductivo de estas
especies se han inferido indirectamente a partir del estudio de caracteres como la morfologia
floral o bien a partir de la estructura genética de las poblaciones, ya que el sistema de
reproduccion es un determinante importante de esta estructura (Lloyd y Schoen, 1992;
Charlesworth, 2003).
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La mayoria de las especies de Orobanche son polinizadas por insectos,
particularmente abejorros y abejas, si bien algunas especies son autdgamas (Musselman et al.,
1981; Kreutz, 1995; Toth et al., 2013). Sus sistemas de reproduccién se correlacionan
generalmente con la morfologia de la flor; mientras que algunas especies consideradas
autdgamas como O. cumana desarrollan corolas tubulares dobladas con pequefios labios
inferiores, que no facilitan el posado de insectos polinizadores, otras especies como O.
crenata Forsk. y O. foetida Poir. tienen corolas con grandes labios inferiores que sirven como
plataformas de posado para los insectos polinizadores (Satovic et al. 2009).

Por otro lado, estudios de diversidad genética y estructura poblacional en Orobanche
spp. han permitido diferenciar entre especies de Orobanche predominantemente autbgamas,
con un alto grado de diferenciacion genética entre poblaciones y niveles relativamente bajos
de diversidad genética dentro de poblaciones, como es el caso de P. ramosa (Vaz Patto et al.,
2009), y especies alogamas, con diferencias menos marcadas entre poblaciones y mayor grado
de diversidad genética dentro de las poblaciones, como es el caso de O. crenata (Roman et al.,
2002) y O. foetida (Romén et al., 2007a). En O. cumana, un estudio molecular realizado con
marcadores RAPD para determinar la variacion genética intra e interpoblacional en ocho
poblaciones europeas (tres de Bulgaria, una de Rumania, una de Turquia y tres de Espafa)
parasitando girasol identificé un bajo grado de diversidad genética intra-poblacional y mayor
variacion genética entre las poblaciones, que apuntaban a un sistema de apareamiento por
autofecundacion (Gagne et al. 1998). Resultados similares se obtuvieron en un estudio con
marcadores RAPD sobre 27 poblaciones de O. cumana procedentes de diferentes areas
geogréficas (Molinero-Ruiz et al., 2014), asi como en dos estudios con marcadores
microsatélites (SSRs), uno de ellos sobre poblaciones de O. cumana recolectadas en Espafia
(Pineda-Martos et al., 2013), y otro sobre poblaciones parasitando especies silvestres o girasol

en el este de Bulgaria (Pineda-Martos et al., 2014a).

Recientemente Prider (2015), mediante experimentos con metodologia especifica de
emasculacion y/o aislamiento mediante embolsado de plantas en O. ramosa, determiné que
esta especie es autdbgama y que la autopolinizacion puede tener lugar antes de la antesis. En O.

cumana, a pesar de los estudios anteriormente mencionados que sugieren que se trata
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principalmente una especie autdgama, hasta el inicio de esta Tesis Doctoral no existia ningun
estudio acerca de la tasa de fertilizacién cruzada y capacidad de autofecundacion en esta

especie usando una metodologia especifica para ello.

4.- Aspectos basicos de genética en Orobanche cumana y otras

plantas parasitas del género

4.1- Estructura y evolucion racial en O. cumana

Una particularidad de O. cumana en su relacion parasitica con el girasol es la existencia de
una una clara diferenciacion de razas fisioldgicas, debida principalmente a mecanismos de
resistencia de tipo vertical en el girasol, como se describira en detalle mas adelante. La
aparicion de nuevas razas de jopo, debida a la presion de seleccion que ejerce el empleo
masivo de cultivares de girasol con resistencia genética, ha sido una constante a lo largo de la
historia del cultivo (Skori¢, 1988). Las primeras razas de jopo de girasol se identificaron en
Rusia (Vranceanu, 1977). También en Rusia comenzaron los primeros programas de busqueda
de fuentes de resistencia genética en girasol a estas poblaciones de jopo, denominadas
inicialmente raza A (Pustovoit, 1966). Durante 1912-17 se desarrollaron variedades con
resistencia a dicha raza, si bien en pocos afios una raza mas virulenta denominada raza B,
capaz de parasitar a los cultivares resistentes a la raza A, aparecié en algunas zonas de Rusia.
Durante 1928-1935, se desarrollaron nuevos cultivares resistentes a las razas A y B, por
ejemplo Zhdanovsky 8281 y Zhdanovsky 8885 (Skori¢, 2012). La busqueda de nuevas fuentes
de resistencia en girasol se convirtié en un asunto prioritario de los programas de mejora
genética debido a la amenaza que suponian las nuevas razas. En los afios 60, aparecio en
Moldavia y Ucrania una nueva y mas virulenta variante denominada raza C, para la que se
obtuvieron en 1970 las primeras variedades de girasol resistentes (Skori¢, 2012). De nuevo,

una nueva raza de jopo denominada raza M hizo su aparicion en Moldavia, como respuesta al
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empleo masivo de variedades de girasol resistentes. Pustovoit y Gubin (1974) y Burlov y
Kostyuk (1976) obtuvieron material resistente a la nueva raza M de jopo a partir de un hibrido
interespecifico entre H. tuberosus y girasol cultivado. En los afios 80, Vranceanu et al. (1980)
identificaron cinco razas fisiologicas, denominadas A, B, C, D, y E, en el area de Braila en
Rumania, estableciendo asimismo un conjunto de cinco variedades diferenciales portadoras de
cinco genes distintos de resistencia denominados Orl a Or5 que conferian resistencia a las
razas A a E, respectivamente. Estudios posteriores confirmaron la prevalencia de razas D y E
en diversos paises como Espafia (Melero-Vara et al., 1989), Serbia (Masirevi¢ y Medic-Pap,
2009), Turquia (Bulbul et al., 1991), y Bulgaria (Shindrova, 2006).

En 1995 se detectaron en el Sur de Espafia los primeros focos de una nueva raza con
capacidad de parasitar a todos los hibridos comerciales del momento, portadores del gen Or5.
Siguiendo la designacion racial realizada en Rumania (Vrénceau et al., 1980, 1986), estas
nuevas poblaciones con capacidad de superar los genes de resistencia Orl a Or5 se
denominaron raza F (Alonso et al., 1996; Dominguez et al, 1996; Castejon-Mufioz y Garcia-
Torres, 1997; Sukno et al., 1999). Poblaciones de jopo capaces de superar la resistencia
conferida por el gen Or5 se describieron también en Turquia (Kaya et al., 2004), Rumania
(Pacureanu-Joita et al., 2004), Bulgaria (Shindrova, 2006), Ucrania (Burlov y Burlov, 2010), y
Rusia (Antonova et al., 2013). Estas poblaciones se denominaron asimismo raza F, si bien la
relacién existente entre ellas no se ha determinado. Actualmente, se han descrito ya en la
mayoria de los paises anteriormente citados poblaciones de jopo que superan la resistencia
desarrollada para la raza F, denominadas razas G y H (Kaya et al., 2009; Pacureanu-Joita et
al., 2009; Shindrova y Penchev, 2012; Antonova et al., 2013).

4.2.- Estudios genéticos en Orobanche spp.

Los estudios genéticos realizados en Orobanche spp. son escasos y han estado centrados en
estudios de diversidad genética y estructura de poblaciones. No se ha realizado, hasta el inicio
de esta Tesis, ningun estudio genético de herencia de caracteres, asociados o no al parasitismo.
Inicialmente, los estudios de variabilidad genética se basaron en caracteres morfologicos, si

bien, debido a las caracteristicas intrinsecas del parasitismo, este tipo de caracteres no
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permitian definir y diferenciar correctamente especies ni, con mayor motivo, poblaciones
(Roman, 2013). El tipo y rango de huéspedes también se emple6 para diferenciar poblaciones
y razas del parésito (Roméan, 2013). Sin embargo, son los estudios basados en marcadores
moleculares, inicialmente bioguimicos y posteriormente basados en ADN, los que han
permitido un mayor avance en la determinacion de la estructura y variacion genética dentro y

entre especies de Orobanche.

Estudios isoenzimaticos en poblaciones de O. cumana con diferente grado de
virulencia procedentes del Sur de Espafia manifestaron en general una escasa variabilidad
intrapoblacional, con excepcion de una poblacién de jopo recolectada sobre una variedad de
girasol no oleaginoso, carente de genes de resistencia a jopo. El resto de poblaciones, con
escasa variabilidad genética, fueron recolectadas sobre cultivares de girasol oleaginosos, con
genes de resistencia a jopo. Los autores sugirieron que sélo una subpoblacion seleccionada a
partir de la poblacidn inicial fue capaz de parasitar a las variedades de girasol oleaginoso que
incorporaban genes de resistencia, y que ésta subpoblaciéon logré extenderse rapidamente
hacia otras areas de cultivo (Castejon-Mufioz et al., 1991). Verkleij et al. (1986, 1991)
utilizaron también isoenzimas para estudiar la diversidad genética en poblaciones de O.
crenata y P. aegyptiaca de Siria, y en poblaciones de O. crenata de Espafia, encontrando
escasa diversidad genética en las poblaciones sirias y mayor diversidad en las espafiolas. Los
isoenzimas, como productos de la expresion de los genes, pueden presentar variaciones
cuantitativas y cualitativas que vienen determinadas por el tejido del que se extraen, el estadio
de desarrollo de la planta, y de las condiciones ambientales, por lo que no son marcadores
completamente reproducibles (Katzir et al.,, 1996). La influencia del ambiente sobre el
polimorfismo isoenzimatico qued6d demostrado en el estudio realizado por Verkleij et al.
(1991), en el que las poblaciones recolectadas en invernadero mostraron menor variabilidad

isoenzimatica que las obtenidas en condiciones de campo.

Los marcadores basados en el ADN han superado las desventajas de otros tipos de
marcadores, y se han usado con éxito en diversos estudios de diversidad genética en
Orobanche y Phelipanche spp. Asi, se han empleado marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) en estudios filogenéticos (Katzir et al., 1996; Paran, et al., 1997; Roman
et al., 2003) y en estudios de variacion interpoblacional y/o intrapoblacional (Paran et al.,

30



1997, Zeid et al., 1997; Roman et al., 2001, 2007a, 2007b; Atanasova et al., 2005; Brault et
al., 2007). Asimismo, se han empleado marcadores ISSR (Inter-simple Sequence Repeat
markers) en estudios de diversidad sobre Orobanche spp. (Benharrat et al., 2002; Hristova et
al., 2011; Stoyanov et al., 2012), y sobre especies individuales como O. crenata (Roman et al.,
2002), O .minor (Westwood y Fagg, 2004; Thorogood et al., 2008, 2009) y P. ramosa
(Buschmann et al., 2005), marcadores AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) en
O. cumana (Gagne et al., 2000) y O. foetida (Vaz Patto et al., 2008), y marcadores de
diagndstico del genoma plastidico (plastoma) en las especies mas importantes de Orobanche

en Andalucia (O. crenata, P. ramosa, O. cumana y O. minor Sm.) (Roman et al., 2007c¢).

Los primeros estudios genéticos con marcadores de ADN llevados a cabo en O.
cumana, bien en analisis interespecificos o de variacion inter- o intrapoblacional, emplearon
mmmarcadores RAPD. Asi, Katzir et al. (1996) demostraron la existencia de diferenciacion
genética entre las especies O. aegyptiaca, O. ramosa L., O. cernua, O. cumana y O. crenata
procedentes de campos de cultivo de Israel y Paran et al. (1997) encontraron un patrén de
diversidad interespecifica y distancias genéticas entre poblaciones naturales de O. aegyptiaca,
O. mutelli F. Schultz. , O. cernua, O. cumana y O. crenata coincidente con la caracterizacion
taxondmica (basada en las caracteristicas morfoldgicas) de estas especies (Musselman, 1986).
Gagne et al. (1998) estudiaron la diversidad genética de poblaciones de O. cumana
procedentes de paises europeos (Bulgaria, Rumania, Turquia y Espafia) usando asimismo
marcadores RAPD. Los resultados indicaron que la especie es probablemente autégama, ya
que se observo una baja diversidad intrapoblacional y mayor diversidad interpoblacional.
Roman et al. (2003) utilizaron también marcadores RAPD para estudiar la diversidad genética
entre 20 especies de la Peninsula Ibérica del género Orobanche, incluidas O. cumana y O.
cernua. El patron de diversidad interespecifica observado se correspondia con estudios
morfoldgicos y quimiotaxonomicos realizados previamente (Beck von Mannagetta, 1930;
Velasco et al., 2000). Estudios de poblaciones de O. cumana parasitando girasol en Bulgaria,
Rumania, Turquia, Espafia, Rusia y Ucrania indicaron una alta diversidad genética con
marcadores RAPD entre las poblaciones procedentes de zonas geograficas distintas
(Atanasova et al., 2005). Finalmente, Gagne et al. (2000) demostraron la mayor resolucién de
los marcadores AFLPs en relacion a los marcadores RAPD para estudios de diversidad

genética en O. cumana.
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Recientemente, se han desarrollado marcadores SSR (Simple Sequence Repeats) en O.
cumana (Pineda-Martos et al., 2014b) y se han empleado en estudios de diversidad genética
en esta especie. Asi, Pineda-Martos et al. (2013) analizaron la diversidad genética inter- e
intrapoblacional en un conjunto de poblaciones espafolas parasitando girasol, encontrando
dos grupos genéticos claramente identificables, uno en la zona en la zona de Castilla-La-
Mancha (provincia de Cuenca) y otro en Andalucia (Valle del Guadalquivier). Dentro de cada
grupo genético se observo una escasa variabilidad intra- e interpoblacional, atribuida a un
efecto fundacional. Molinero-Ruiz et al. (2014) corroboraron la existencia de estos dos grupos
genéticos en Espafia, analizando un conjunto diferente de poblaciones. Mediante el empleo
asimismo de marcadores SSR, Guchetl et al. (2014) estudiaron la diversidad genética inter-
poblacional de poblaciones de O. cumana de Rumania, Rusia y Kazajistan, concluyendo la
existencia de dos grupos no muy divergentes de poblaciones, constituido uno por poblaciones

de Rusia y Kazajistan, y otro por poblaciones de Rumania.

4.3.- Interaccion jopo-girasol. Mecanismos de resistencia y avirulencia

4.3.1.- Genética y mecanismos de resistencia a jopo en girasol

Debido a la seleccion realizada sobre el girasol como especie cultivada a lo largo de su
historia en relacion a su interaccion con O. cumana, se han desarrollado diferentes fuentes de
resistencia genética, tanto dentro de la especie H. annuus como en otras especies del género
Helianthus. El empleo de cultivares de girasol resistentes ha sido uno de los mecanismos de
control de jopo mas eficientes y econémicos empleados hasta la fecha (Fernandez-Martinez et
al., 2015).

4.3.1.1.- Identificacion y desarrollo de fuentes de resistencia

Las fuentes de resistencia genética a O. cumana se desarrollaron inicialmente a partir de

germplasma de girasol cultivado. Asi, entre 1910 y 1927 se utiliz6 principalmente la seleccion
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individual. Las plantas se testaban en el campo con infestacion natural y mediante seleccion
individual y prueba de la descendencia se seleccionaban genotipos resistentes. Asi, cuando la
raza B se disperso por las &reas tradicionalmente dedicadas al cultivo del girasol en la antigua
URSS en 1930, las fuentes de resistencia se obtuvieron mediante seleccion a partir de una
variedad local procedente de Ucrania (Pustovoit, 1966, 1976). Por otro lado, el empleo de
especies silvestres de Helianthus, particularmente H. tuberosus, como fuente de genes para la
mejora genética del girasol ha sido comun desde los primeros afios de la mejora genética
cientifica de este cultivo en Rusia (Pustovoit, 1966; Pogorlestskii, 1974; Logvinenko y
Logvinenko, 1980; Kostiuk, 1986).

La aparicion de razas de jopo cada vez mas virulentas hizo que la disponibilidad de
fuentes de resistencia en germoplasma de girasol cultivado fuera cada vez menor. Asi, en
Turquia, Gulya et al. (1994) encontraron s6lo 22 entradas resistentes a raza E en una
evaluacion en campo de un total de 903 entradas, mientras que en Espafia, Dominguez et al.
(1996) describieron 8 entradas resistentes y 33 segregantes para resistencia a raza E en la
evaluacion de 429 accesiones. A pesar de la baja frecuencia de entradas resistentes, se
identifico germoplasma valioso con resistencia a la raza E en girasol cultivado en programas
llevados a cabo en Espafia, Rumania, Turquia y Rusia (Fernandez-Martinez et al., 2015). Por
el contrario, se ha documentado la presencia mucho mas abundante de fuentes de resistencia a
O. cumana en especies silvestres de Helianthus, particularmente en la especies perennes
(Christov et al., 2009; Fernandez-Martinez et al., 2015). La hibridacion interespecifica con
estas fuentes de resistencia ha permitido el desarrollo de germoplasma de girasol resistente a
las razas mas recientes y virulentas de jopo (F, G), tanto a partir de especies anuales (Hladni et
al., 2009; Velasco et al., 2012), como a partir de especies perennes (Jan et al., 2002; Christov
et al., 2009; Petcu y Pacureanu, 2011; Cveji¢ et al., 2012).

4.3.1.2.- Control genético de la resistencia a jopo

La resistencia a Orobanche spp. en especies cultivadas es normalmente poligénica y no
especifica de raza, siendo el girasol una notable excepcion, puesto que se ha descrito en este

cultivo la resistencia a jopo como un caracter generalmente monogénico, dominante y
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especifico de raza (Pérez-Vich et al., 2013). Los primeros datos que hacen referencia a una
herencia debida a una tasa de segregacion simple fueron publicados en 1936 (Vranceanu et al.,
1986). Los mejoradores soviéticos observaron segregaciones monogénicas dominantes en
cruzamientos con germoplasma resistente de girasol, lo que apuntaba a una relacion gen a gen
(Pustovoit, 1976). En la década de los 80, Vranceanu et al. (1980) describieron cinco razas de
jopo, A a E, controladas, respectivamente, por cinco genes de resistencia dominantes, Orl a
Or5. Estos autores concluyeron que cada gen conferia resistencia tanto a su raza
correspondiente como a las razas anteriores. Otros trabajos corroboraron que la herencia de la
reaccion de resistencia frente a estas razas de O. cumana se debe a alelos dominantes en un
unico gen (Ish-Shalom-Gordon et al., 1993; Saavedra del Rio et al., 1994; Sukno et al., 1999;
Lu et al., 2000; Pérez-Vich et al., 2004). Sin embargo, otros estudios describieron una
herencia mas compleja de la resistencia a la razas A a E, como dos genes dominantes
(Dominguez, 1996), un gen recesivo (Ramaiah, 1987), o la existencia de un componente

cuantitativo adicional a la resistencia conferida por el gen Or5 (Pérez-Vich et al., 2004).

Para razas de jopo que superan la resistencia de Or5 se ha descrito asimismo que
resistencia genética en girasol que esta determinada por un gen dominante (Pacureanu-Joita et
al., 2004; Velasco et al., 2012), si bien se han descrito otros sistemas como dos genes
dominantes (Pacureanu-Joita et al., 2008), un gen dominante y un gen modificador (Velasco et
al., 2007), un numero no determinado de genes recesivos (Cveji¢ et al., 2014), dos genes
recesivos (Rodriguez-Ojeda et al., 2001b; Akhtouch et al., 2002), o bien una epistasia
dominante-recesiva (Aktouch et al., 2016).

4.3.1.3.- Mecanismos de la reaccidén resistente

Los mecanismos de la reaccion resistente en el girasol han de limitar en alguno de sus pasos el
éxito del establecimiento y de la conexion directa entre el hospedador y el parasito. La
primera indicacion de resistencia se basé en mecanismos de barrera (Pustovoit, 1966). Se
sugirié que la peroxidasa excretada por el parasito en los puntos de penetracion del haustorio
actuaba como inductora desencadenante de la lignificacidn en las raices de plantas de girasol

de reaccion resistente (Panchenko y Antonova, 1974; Antonova, 1976, 1978). Estudios mas
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recientes detectaron diferencias en la produccion de peroxidadas entre razas de O. cumana, lo
que permitié postular una posible explicacién para varias interacciones gen por gen en este
sistema parasitico (Antonova y ter Borg, 1996). Estos autores observaron que las plantas de
cultivares de girasol resistentes a la raza A de jopo (Kruglik A 41, Saratovskii 169)
presentaban abultamientos en los puntos de ataque, observandose en el centro de dichos
abultamientos la presencia de semillas de jopo germinadas y muertas, indicando una reaccion
de la planta hospedadora que habia detenido el proceso de parasitacion. La evaluacion de estos
cultivares con la raza B de jopo, frente a la que no mostraban resistencia, mostr6 ausencia de
abultamientos en la superficie de las raices. Analisis de la actividad peroxidasa realizados en
tejidos extraidos de tallos de jopo pertenecientes a ambas razas, A 'y B, dieron como resultado
que la actividad peroxidasa presente en individuos de la raza B era el doble que en los de raza
A (Antonova y ter Borg, 1996). La mayor virulencia de esta nueva raza de jopo se explico por
su elevada actividad peroxidasa. Los cultivares resistentes a la raza B no mostraron
abultamientos en la superficie de las raices, pero si se observaron células del paréasito
encapsuladas en el cortex de la raiz (Dorr et al., 1994). En otros estudios se han observado
células necréticas de la raiz rodeando al haustorio en capas profundas del cortex (Antonova,
1978). La pared formada por células necréticas y los restos de citoplasma a menudo
presentaban lignificacién. Antonova y ter Borg (1996) concluyeron que el haustorio de la raza
B de O. cumana no puede atravesar el cortex de las plantas de reaccion resistente y perece en
sus capas internas. La raza de O. cumana C pudo, por el contrario, atravesar el cortex de
variedades resistentes hasta el momento. El éxito de la penetracion hasta realizar la conexién
vascular entre ambos individuos se podria deber a la alta tasa de crecimiento en el parasito
ayudado por la produccion de peroxidasa intra y extra celular. La resistencia a la raza C,
presente en cultivares como Odesski 63, Star, Record, Progess, etc., esta controlada por un
gen dominante Or3, que se ha hipotetizado que controla la formacion de lignina en los haces
vasculares del girasol (Tolmachev, 1991). Antonova y ter Borg (1996) concluyeron que la
produccion de lignina en las raices infectadas de girasol estd inducida por depositos externos
de peroxidasa. Asimismo, estos autores propusieron gque la nueva y mas virulenta raza D se
habia desarrollado a partir de la raza C por la ausencia de produccion de peroxidasa

extracelular por las células apicales del haustorio.
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Se ha planteado asimismo el papel de las fitoalexinas como sustancias involucradas en
la reaccidn de resistencia en el girasol (Wegmann, 1986; Jorrin et al., 1996, 1998; Eizenberg
et al., 2001). Algunos de estos compuestos fendlicos como la escopoletina y la ayapina se
desarrollan en el girasol como consecuencia de estres abiotico, como el causado por la sequia,
0 bidtico, causado por infecciones producidas por hongos, bacterias, virus, o plantas parésitas,
entre otros. Asi, Wegmann et al. (1991) encontraron que la cantidad de escopoletina presente
en tejidos de raiz de una variedad de girasol resistente a O. cumana fue el doble al hallado en
un cultivar susceptible en presencia de semillas del parasito. Estos autores indicaron asimismo
que la biosintesis de fitoalexinas tiene una herencia simple y en la mayoria de los casos
monogénica. Los resultados de otros estudios refuerzan la implicacion de estos compuestos en
la defensa del girasol frente a O. cumana. Asi, Gutiérrez-Mellado et al. (1995) encontraron
que las fitoalexinas ayapina y escopoletina excretadas por las raices de girasol inhiben la
germinacion de las semillas de jopo previamente inducida por la estrigolactona sintética GR-
24, produciendo asimismo necrosis en las semillas germinadas. Por otro lado, se ha observado
una elevada acumulacion de estos compuestos fendlicos en los tejidos de las raices y un
elevada excrecion de los mismos en variedades de girasol resistentes en respuesta a la
infeccion de O. cumana (Al-Menoufi et al., 1996; Jorrin et al., 1996, 1998; Pérez-de-Luque et
al., 2000; Pérez-de-Luque et al., 2001; Serghini et al., 2001).

4.3.2.- Control genético de la avirulencia en Orobanche spp. y otras plantas

parasitas.

4.3.2.1.- Concepto de genes de avirulencia

Las plantas son capaces de detectar organismos patdgenos y desencadenar en consecuencia
respuestas de defensa ante los mismos. El reconocimiento del patégeno se puede dar de
diferentes maneras, ya sea directamente mediante la percepcion de patrones moleculares
asociados a patdgenos (o sus siglas en ingles PAMPS), o indirectamente a través de la
percepcion de los dafios causados por el patdgeno, tales como fragmentos solubilizados de las

paredes celulares, etc. (en conjunto DAMPs o patrones moleculares asociados a lesién)
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(Boller y Felix, 2009). El reconocimiento de PAMPs o0 DAMPs se da via receptores proteicos
situados en la superficie de la célula vegetal, y es capaz de activar un tipo de inmunidad
denominada “Inmunidad activada por PAMPs” o por sus siglas en inglés “PTI” (Boller y
Felix, 2009; Dodds y Rathjen, 2010). El concepto de PTI equivaldria a un tipo de resistencia
basal u horizontal. Cuando el patégeno es capaz de superar este tipo de inmunidad, debe
enfrentarse a un mecanismo de deteccién mucho mas especializado denominado “Inmunidad
activada por efectores” (ETI), que se basa en genes de resistencia (genes R) que codifican para
proteinas R, generalmente intracelulares, y que equivaldria en este caso a una resistencia
vertical (Bent y Mackey, 2007). Los efectores son moléculas que los patdgenos utilizan para
intentar suprimir la inmunidad PTI (Bent y Mackey, 2007). Los primeros efectores
identificados se denominaron genes Avr (de avirulencia) dado que su actividad, detectada a
través de los genes R, induce defensas que previenen su virulencia (Bent y Mackey, 2007). La
interaccion genes Avr-genes R sigue la teoria gen-a-gen propuesta por Flor (1971) que
describe interacciones planta-patogeno en las que las reacciones de resistencia se rigen por la
interaccion de los genes del hospedador para la resistencia y los correspondientes genes de
avirulencia del patégeno. Como se mencioné anteriormente, una particularidad de O. cumana
parasitando al girasol es una clara diferenciacion de razas fisiologicas y una interaccion planta
hospedadora-planta parasita que generalmente se ajusta a este modelo de interaccion gen-a-
gen, lo que no ocurre en otros sistemas cultivo-Orobanche (Pérez-de-Luque et al. 2009; Pérez-
Vich et al., 2013).

4.3.2.2.- Genes de “avirulencia” en plantas parasitas

Hasta la fecha no existe ningun estudio especifico sobre genes Avr en interacciones planta-
planta parasita, si bien se trata de genes que se han caracterizado en interacciones planta-
bacteria, planta-hongo, planta-virus y planta-nematodo (Rouxel y Balesdent, 2010). En
cualquier caso, del elevado conjunto de efectores producidos por bacterias, hongos y virus,
solo un nimero reducido se ha correspondido con un gen R en el huésped correspondiente v,
en consecuencia, se ha podido asignar finalmente a un gen de avirulencia (Rouxel y
Balesdent, 2010).
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En girasol, un ejemplo bien caracterizado de interaccion gen Avr-gen R es el caso del
mildiu de girasol, enfermedad causada por el oomiceto Plasmopara halstedii. Este sistema
sigue en general un modelo gen-a-gen, en el que genes de resistencia dominante en girasol,
denominados genes PI, confieren resistencia a razas de mildiu con un grado de virulencia
especifico (Gascuel et al., 2015). Hasta la fecha, se han cartografiado 10 genes Pl en el mapa
genético de girasol, en al menos cuatro regiones gendmicas complejas en las que se han
localizado genes R que codifican para proteinas del tipo NBS-LRR (NBS es un sitio
conservado de unién a un nucledtido y LRR es un dominio rico en repeticiones de leucina)
(Bouzidi et al., 2002, Radwan et al., 2008, 2011), si bien hasta la fecha no se ha clonado
ningan gen Pl. Por otro lado, se estan caracterizando efectores de Plasmopara halstedii. En
otros oomicetos fitopatogénos, los efectores citoplasmaticos se caracterizan por ser proteinas
del tipo RXLR (caracterizadas por poseer un dominio con aminoacidos RXLR relacionado
con su translocacion a la célula del huésped) o Crinklers (CRN, con un motivo de
aminoacidos LXLFLAK asociado asimismo con la localizacion intracelular de este efector)
(Stassen y Van den Ackerveken, 2011). Asi, a partir del analisis de su transcriptoma, se han
secuenciado un total de 49 RXLRs y 54 CRNs en Plasmopara halstedii, algunos de los cuales
son especificos de P. halstedii, mientras que otros estan conservados dentro del grupo de
oomicetos, y se esta determinando su funcién en la patogenicidad de P. halstedii (Mestre et
al., 2015).

Dentro de las interacciones planta-planta parésita, uno de los sistemas mejor
caracterizados que sigue un modelo gen-a-gen es la interaccion de la planta parésita Striga
gesnerioides (Willd.) con Vigna unguiculata (L.) Walp. En las regiones del Este y Centro de
Africa donde se cultiva esta leguminosa, se han descrito hasta el momento siete razas de S.
gesnerioides (SG1 a SG4, SG4z, SG5 y SG6), caracterizadas mediante reacciones
diferenciales en el huesped V. unguiculata y estudios de diversidad molecular (Omoigui et al.,
2015). La resistencia a S. gesnerioides especifica de raza es, en general, monogénica y
dominante (Timko y Scholes, 2013). Se han cartografiado en dos grupos de ligamiento del
mapa genético de V. unguiculata un total de seis de estos genes de resistencia. Asi, los genes
de resistencia a las razas SG1, SG2, SG3 y SG5 se han localizado en el grupo 1, mientras que
aquellos que confieren resistencia a las razas SG1 y SG4z se encuentran el grupo 6 (Timko y

Scholes, 2013). El gen de resistencia a la raza SG3 en el genotipo resistente B301 se ha
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podido clonar y codifica para una proteina R (RSG3-301) con dominios estructurales NBS-
LRR (Liy Timko, 2009) similares a los encontrados en otras proteinas R de plantas (Caplan et
al., 2008). La proteina RSG3-301 presentd en concreto un 54% de homologia con la proteina
R de soja (Glycine max (L.) Merr.) Rpgl-b (Li y Timko, 2009). ElI gen Rpgl-b confiere
resistencia a la bacteria Pseudomonas syringae pv. glycinea que contiene el gen de avirulencia
avrB (Ashfield et al., 2004) si bien, como hemos mencionado anteriormente, no existe hasta la

fecha ningun estudio genético ni gen AVR caracterizado en sistemas planta-planta parasita.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El jopo de girasol (Orobanche cumana Wallr.) es una planta angiosperma holoparasita que
penetra en los tejidos vasculares de las raices del girasol y obtiene de ellos tanto el agua
como los nutrientes necesarios para completar su ciclo vital, constituyendo una importante
limitacion fitopatologica del rendimiento del cultivo de girasol en Espafia y en la mayoria de
los paises productores de girasol en Europa y Asia. Dentro del sistema parasitico girasol-O.
cumana, la mayoria de los estudios se han centrado en la planta hospedadora, en concreto en
la identificacion de fuentes de resistencia genética y el estudio de su modo de herencia, siendo
los estudios acerca del parasito muy escasos. Esta es la razon fundamental que motiva la
realizacion del estudio que planteamos, la de arrojar luz sobre la biologia y genética de O.
cumana, para asi poder ampliar conocimientos acerca de la interaccion huésped-parasito con
el objetivo final de desarrollar de manera més eficiente sistemas de control integral y

sostenible de esta mala hierba parasita.

Asi, la presente Tesis Doctoral persigue los siguientes objetivos especificos basados en las

hipétesis que a continuacién se describen.

1. Estudio de la influencia del aislamiento de plantas en floracion de Orobanche

cumana en la produccion y en la calidad de las semillas.

Como se ha mencionado, los estudios realizados hasta la fecha sobre la interaccion girasol-O.
cumana se han centrado en entender los mecanismos implicados en la reaccion de resistencia
en la planta hospedadora, pero los estudios realizados sobre el parésito son escasos. Hasta el
inicio de esta Tesis Doctoral, no se habia realizado ningin estudio genético de herencia de
caracteres en O. cumana, ni estudios especificos de biologia reproductiva en esta especie. Para
llevar a cabo tales estudios, era preciso desarrollar previamente metodologias, protocolos y
procedimientos para el manejo del jopo en tal tipo de estudios. En concreto, este objetivo se

centrd en realizar una serie de estudios metodolégicos iniciales para valorar si el jopo del
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girasol tolera el aislamiento mediante el embolsado de plantas en floracion, estudiar el método
optimo de embolsado, y determinar la capacidad de producir semillas viables con capacidad

infectiva bajo esas condiciones.

Estudios realizados en otras especies vegetales habian mostrado que el tipo de bolsa
empleado en el aislamiento tenia efectos sobre la cantidad y la calidad de las semillas
obtenidas por autofecundacion (Pickering, 1982). Esto estaba bastante estudiado en plantas
cultivadas donde se desarrollaban programas de mejora genética, como por ejemplo el olivo
(Del Rio y Caballero, 1999). Era conocido que la germinacién y el vigor de las semillas
podian verse afectadas por las condiciones ambientales, es decir por la humedad, la
temperatura, por la cantidad y la calidad de la luz (Basu, 1995). Nuestra hipotesis de trabajo es
que el tipo de bolsa puede afectar a la cantidad y/o a la calidad de las semillas producidas bajo
condiciones de aislamiento, incluyendo dentro de la calidad, por tratarse de una planta
parésita, su capacidad infectiva. La puesta a punto de un método optimizado de aislamiento es
indispensable para realizar estudios biologicos y genéticos en la especie objeto de nuestro
estudio. Las técnicas aplicadas podrian abrir nuevos caminos en la investigacion sobre esta

planta pardsita, tanto a nivel genético como de su interaccion con la planta hospedadora.

2. Estudio de la produccién de semilla mediante cruzamientos controlados en el

jopo del girasol.

En linea con el anterior objetivo, se encuentra la posibilidad de poder hacer cruzamientos
entre plantas de O. cumana para realizar estudios genéticos en esta planta parasita. No existia
al inicio de esta Tesis Doctoral ningun estudio previo en O. cumana sobre la técnica a seguir
para realizar hibridaciones controladas, asi como sobre la calidad e infectividad de la semilla
producida. Nuestra hipotesis es que, con el sistema de aislamiento de inflorescencias
previamente desarrollado y comprobado, es posible obtener semilla hibrida procedente de

cruzamientos controlados entre plantas de O. cumana.
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Los objetivos 1 y 2 se encuentran en el Articulo de Investigacion:

Rodriguez-Ojeda, M. I., Pérez-Vich, B., Alonso, L.C., Fernandez-Escobar, J. 2010. The
influence of flowering plant isolation on seed production and seed quality in Orobanche
cumana. Weed Research 50: 515-518.

3. Estudio de la herencia genética de la ausencia de pigmentacién en Orobanche

cumana.

El color del tallo en las especies de Orobanche spp., debido a la falta de clorofila, se debe
principalmente a la acumulacién de antocianinas (Wheldale, 1916). La herencia de este
caracter se ha estudiado en especies pertenecientes a otras familias botanicas, pero no asi en
Orobanche spp., si bien, mediante observaciones indirectas, se habia propuesto que la
ausencia de pigmentacién antocianica en algunas especies de este género podia tratarse de un
caracter de herencia simple (Rumsey y Jury, 1991; Rumsey, 2007). Una vez identificado un
mutante natural de O. cumana que carece de pigmentacion antocianica, caracterizado por tallo
amarillo y flores blancas frente a tallo verde-azulado y flores con tonalidad azul en los bordes
de la corola en las plantas no mutantes, nuestra hipotesis se basa en que podemos realizar el
estudio genético de la ausencia de pigmentacion en O. cumana empleando las técnicas de
aislamiento e hibridacion puestas a punto en el primer trabajo de esta Tesis. Con este estudio
se pretende contrastar la metodologia y técnicas aplicadas a la hora de embolsar, emascular y
cruzar de forma dirigida individuos de jopo, asi como realizar el primer estudio genético de
herencia de caracteres en esta especie. Para ello, se empleard la ausencia de pigmentacion
como marcador visual en cruzamientos entre plantas de jopo con ausencia de pigmentacion y
plantas de jopo con pigmentacion normal, y se estudiara la segregacién para la pigmentacion

de la planta en la progenie de dichos cruzamientos.
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El objetivo 3 se encuentra en el Articulo de Investigacion:

Rodriguez-Ojeda, M. 1., Velasco, L., Alonso, L. C., Fernandez-Escobar, J., Pérez-Vich, B.
2011. Inheritance of the Unpigmented Plant Trait in Orobanche cumana. Weed Research 51.:
151-156.

4. Estudio de la tasa de polinizacién cruzada en Orobanche cumana usando un

mutante no pigmentado como marcador visual.

El sistema reproductivo de una planta es el caracter adaptativo por excelencia, y determina su
grado de diversidad genética y la distribucion de la misma. Conocer el sistema reproductivo
de O. cumana es ademas esencial para establecer estrategias de control de esta planta parasita.
Hasta de inicio de esta Tesis Doctoral, existian muy pocos estudios especificos de la biologia
reproductiva en Orobanche spp. (Prider, 2015) y la mayoria de las conclusiones sobre el
sistema reproductivo de estas especies se habian inferido indirectamente a partir del estudio de
caracteres tales como la morfologia floral o bien a partir de la estructura genética de las
poblaciones. La mayoria de las especies de Orobanche se polinizan mediante la accién de los
insectos, es decir que son plantas predominantemente alégamas, si bien se han descrito
también algunas especies que se reproducen principalmente mediante autopolinizacion
(Kreutz, 1995). En O. cumana, Gagne et al. (1998) concluyeron, tras realizar estudios
moleculares en poblaciones de esta especie, que se trataba de una especie con un mecanismo
de reproduccion predominantemente autdgamo, debido a la observacion de escasa diversidad
genética dentro de las poblaciones. También se lleg6é a la misma conclusion observando la
morfologia de sus flores, que aparentemente no favorecen la accion de grandes polinizadores
como abejas y abejorros (Satovic et al., 2009). En este trabajo, se pretende estudiar el
mecanismo de reproduccién del jopo del girasol mediante determinacidon directa de la tasa de

polinizacion cruzada, usando como marcador fenotipico la ausencia de pigmentacion.
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El objetivo 4 se encuentra en el Articulo de investigacion:

Rodriguez-Ojeda, M. 1., Ferndndez-Martinez, J. M., Velasco, L., Pérez-Vich, B. 2013. Extent

of Cross Fertilization in Orobanche cumana Wallr. Biologia Plantarum 57: 559-562.

5. Estudio de la herencia de la virulencia/avirulencia en Orobanche cumana.

La resistencia a Orobanche spp. en plantas cultivadas es normalmente de tipo horizontal, es
decir, poligénica, recesiva, y no especifica de raza, siendo el girasol una notable excepcién,
puesto que se ha descrito en este cultivo que la resistencia a O. cumana es generalmente de
tipo vertical, es decir, monogeénica, dominante y especifica de raza (Pérez-Vich et al., 2013).
Esta resistencia de tipo vertical estd principalmente gobernada por interacciones gen-a-gen
(Flor, 1971) en las que las reacciones de resistencia se rigen por la interaccion de los genes de
resistencia en la planta hospedadora y los correspondientes genes de avirulencia en la planta
parasita. Todos los estudios genéticos realizados en el sistema girasol-O. cumana se han
centrado en la caracterizacion de genes de resistencia en el girasol, no existiendo hasta el
inicio de esta Tesis Doctoral ningin estudio sobre genes de avirulencia en O. cumana ni en
ninguna otra especie de Orobanche. El objetivo de este trabajo, bajo la hipotesis de una
resistencia de tipo vertical en girasol, es estudiar desde la perspectiva de la planta parasita si el
sistema parasitico girasol-O. cumana esta gobernado por una interaccién gen-a-gen, como
parece suceder en los estudios realizados en girasol. Para ello se estudiara la herencia de la
virulencia/avirulencia en el parasito mediante la realizacion de cruzamientos entre individuos
pertenecientes a diferentes razas, con el objetivo de estudiar el nimero de genes implicados y

el modo de herencia de este caracter.

El objetivo 5 se encuentra en el Articulo de investigacion:

Rodriguez-Ojeda, M. 1., Pineda-Martos, R., Alonso, L. C., Fernandez-Escobar, J., Fernandez-
Martinez, J. M., Pérez-Vich, B., Velasco, L. 2013. A dominant avirulence gene in Orobanche

cumana triggers Or5 resistance in sunflower. Weed Research 53: 322-327.
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Summary

Orobanche cumana is an important parasitic weed of
sunflower. The objective of this research was to study
seed production and seed quality in O. cumana using
three different bag types to isolate flowering plants.
Maximum seed production was obtained on unbagged
plants (91.2 mg per plant), followed by micro-perforated
transparent plastic bags (MPB) (84.2 mg per plant),
white paper (46.5 mg per plant) and brown paper bags
(37.5 mg per plant). Seed quality, measured as germi-
nation percentage and infectivity, did not differ between
unbagged plants and plants isolated with MPB, whereas
it was considerably reduced in plants isolated with paper

bags. A second experiment studied bagging effect on
controlled hybridisation. When using white paper bags
and MPB, 45.2% and 60.1% of the emasculated and
hand-pollinated flowers were fertilised, respectively,
compared with 88.6% in unbagged plants. The data
suggested that O. cumana plants produce seed under
isolation, even though the bag type affects seed produc-
tion and quality. These results will be useful for basic
and applied research demanding O. cumana seed pro-
duction under isolated conditions.

Keywords: bag type, bagging, broomrape, hybridisa-
tion, infectivity, germination, plant isolation, self-
pollination.

RoDpRiGUEZ-OsEDA MI, PEREZ-VICH B, ALonso LC & FERNANDEZ-EscoBaRr J (2010). The influence of flowering plant
isolation on seed production and seed quality in Orobanche cumana. Weed Research 50, 515-518.

Introduction

Orobanche cumana Wallr. is a holoparasitic angiosperm
whose seeds germinate in response to chemical signals
exuded from the roots of the host. The emerging radicle
adheres to the roots of the host forming an appresorium,
followed by haustoria production, which establishes
physiological connections with the host xylem and
phloem (Westwood, 2000). As a result, O. cumana
plants deplete the infected sunflower plant of water and
nutrients, which reduces crop yield (Fernandez-Martinez
et al., 2008).

Studies on sunflower resistance to O. cumana have
been concentrated so far on understanding the mecha-

nisms underlying resistance in the host plant, but little is
known on the parasite side. The study of important
aspects, such as the breeding systems or the number of
genes associated with changes of virulence and their role,
will require techniques such as bagging to force inbreed-
ing or to produce F; hybrids and subsequent segregating
populations. However, how bagging and self-pollination
conditions will affect seed production and seed quality in
O. cumana has not been studied.

Seed quality mainly refers to the ability of the seed to
germinate vigorously. Seed germination and seed vigour
are closely related, in such a way that loss of viability is
usually preceded by loss of vigour (Basu, 1995). The
environmental conditions under which the plant grows
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will affect seed development and influence seed quality.
The use of bags to isolate the inflorescences for breeding
purposes and also the bag type, have been reported to
affect seed quality in several crops (Pickering, 1982).
However, the response of O. cumana plants to bagging
has not been studied. Accordingly, the objectives of this
research were to study seed production and seed quality
in O. cumana under several isolation conditions, using
different bag types and to evaluate any effect on
controlled hybridisation.

Materials and methods

Plant material and general design of the experiments

An experiment was conducted in 2005 in a sunflower
field with high natural infestation of O. cumana, located
at El Coronil, South-western Spain (37°05'N, 5°38'W).
Soil texture was loamy-clay with a pH of 7.7. The
0. cumana population was classified as race E, based on
its reaction to differential lines of sunflower (Vranceanu
et al., 1980). Sixty non-flowering O. cumana plants 6—
12 cm tall were chosen for isolation with three different
types of bags: brown paper bags 26 x 7 x 49.5 cm
(width x gusset x length), white paper bags 25 x 8.5 x
46 cm, and micro-perforated plastic bags (MPB)
61 x 8 cm and 15 um thickness. For the MPB, two bags
per O. cumana stalk were used based on previous studies
in olive trees (Del Rio & Caballero, 1999). Paper bags
were purchased in local markets. MPB were made of
SM570Y film (Cryovac®; Sealed Air Corporation,
Elmwood Park, NJ, USA). The three bag types used
in the present study are identical to those used by Del
Rio and Caballero (1999) in olive trees. The authors
reported light penetration and temperature changes
inside the bags for the three bag types. Twenty
0. cumana plants were bagged with each type of bag,
whereas 20 unbagged plants were used as a control
following a completely randomised design. At maturity,
0. cumana plants were harvested and the seeds weighed.
The seeds of plants from each bagging treatment were
bulked for studies on viability, measured as the rate of
seed germination and infective ability.

A second experiment was conducted within the same
field to evaluate fruit set under controlled hybridisation,
as described below, using white paper bags and MPB.
Unbagged plants were used as a control. Each bagging
treatment comprised 150 O. cumana plants. The flowers
of 50 plants were emasculated and hand pollinated as
described below, the flowers of 50 plants were only
emasculated and not pollinated, whereas the flowers of
the remaining 50 plants were not manipulated and used
as controls. The experiment was laid out in a completely
randomised design.

Flower emasculation and controlled cross-pollination

The corolla was removed with forceps 2 days before
flower opening and the four stamens were also removed
(Fig. 1). Absence of pollen at the time of stamen
removal was checked by observation under a stereo-
scopic microscope at x30 magnification. Emasculation
was performed during several consecutive days, until
most of the flowers were emasculated. The upper part of
the inflorescence was then removed. In bagged plants,
the bag was removed immediately before emasculation
and placed back immediately after. For controlled cross-
pollination, the stamens from flowers opened within the
same day were picked up with the forceps and rubbed
into the stigma of the emasculated flowers. At maturity,
the number of fertilised and non-fertilised flowers per
O. cumana plant within each treatment was determined.

Test of seed germination

Seeds of O. cumana seeds weighing 25 g (equivalent to
around 5000 seeds) from each bagging treatment were
uniformly scattered on the upper half of a filter paper
sheet of 400 g m™2 and 51.5 x 42 cm, previously moist-
ened with a solution 0.2% (V'/V) of the fungicide Tiram
in water. The filter paper sheet was then folded and
rolled, forming a two-layer cylinder 21-cm long con-
taining the O. cumana seeds. The cylinder was then
covered with plastic to maintain humidity. Three repli-
cations were used per bag treatment. Seeds from the
sunflower hybrid CLIP were surface sterilised by
immersion for 3 min in a 2% aqueous solution of
calcium hypochlorite. The seeds were thoroughly rinsed
with distilled water and then germinated on moistened
filter paper in Petri dishes at 20°C in the dark. One
germinated sunflower seed was placed between the two
filter paper layers of the cylinder, at ¢. 2 cm from the
top. The cylinder was then placed vertically on a sterile

Fig. 1 Intact (left) vs. emasculated (right) Orobanche cumana
plants.
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polypropylene tray containing the culture medium
(Labin 9-18-27, Macasa, Igualada, Spain) and main-
tained in a growth chamber at 25°C with a 16-h
photoperiod for 40 days. After this time, the cylinder
was unrolled and the two layers of filter paper were
separated. Twenty circular areas of 3.5 cm diameter
were marked in the zones with high root density and the
seeds within each area were observed under a stereo-
scopic microscope at x30 magnification to determine
germination percentage.

Test of infectivity

Seeds of the sunflower hybrid CLIP were planted in
small pots 5.5 X 6 X 16 cm containing a mixture of sand
and peat (1:1, V/V). The soil mixture (c. 330 cm?) was
carefully mixed with 25 mg of O. cumana seeds from
each bagging treatment, to obtain a homogeneously
infested substrate. The plants were maintained in a
growth chamber for 45 days at 24°C/20°C (day/night)
with a 16-h photoperiod for incubation. After this time,
the plants were uprooted and the roots were washed in
tap water to remove the soil. The number of infected
plants (incidence) and the number of O. cumana
attachments per infected sunflower plant (degree of
attack) were counted.

Statistical analyses

Comparisons of means were performed by using one-
way analysis of variance with post hoc analysis based on
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Duncan’s multiple range test (SPSS Statistics 17.0).
Percentage data were arcsine of square root transformed
except for the cases in which all observed percentage
data ranged between 0 and 20% or between 80 and
100%, where square root transformations were used
(Steel & Torrie, 1980).

Results

All the O. cumana plants bagged with white paper and
MPB showed a normal erect growth pattern. However,
seven of the 20 O. cumana plants bagged with brown
paper bags displayed a twisted growth pattern. The bag
type significantly influenced seed production per plant
(Table 1).

The use of MPB did not affect significantly the
viability of the seeds, which showed 90.8% germination
as compared with 94.0% in seeds from unbagged plants
(Table 1). The use of paper bags produced a similar
reduction in germination ability, which was 70.4% in
seeds from plants isolated with white bags and 66.5% in
seeds from plants isolated with brown bags. Inoculation
of sunflower plants with seeds from all bag types
resulted in 100% incidence, but an effect of the bag
type on the degree of attack was observed (Table 1).

The influence of the bag type on seed production
under controlled hybridisation was studied in a second
experiment. The results revealed that both white paper
and MPB provided complete isolation of the plants, as
all the flowers that were emasculated but not hand
pollinated remained unfertilised (Table 2). In contrast,

Table 1 Seed production per plant, germination percentage of the seeds and degree of attack in an Orobanche cumana population subjected

to bagging with three different types of bags as compared to the unbagged check. Data are presented as mean = SEM

Germination (%)

Incidence (%)

Degree of attack

Bag type Seed production* (mg)
Brown paper 375+ 1.4a
White paper 46.5 + 0.9a
Micro-perforated plastic 84.2 + 1.0b
Unbagged 912 +1.2b

66.5 + 2.0a 100 10.7 £ 1.0a
70.4 + 1.9a 100 11.5 £ 0.9a
90.8 + 1.6b 100 27.9 + 1.5b
94.0 + 1.0b 100 28.1 + 1.2b

Mean values within each column followed by the same letter are not significantly different (P = 0.05).
Degree of attack: number of O. cumana stalks per infected sunflower plant.

*Average of 20 O. cumana plants per bagging treatment.

Table 2 Percentage of fertilised Orobanche cumana ovaries in function of several flower manipulation and bagging treatments. Data are

presented as mean = SEM

Flower treatment

Emasculated,

Emasculated, Non-emasculated

Bag type not pollinated hand pollinated (check)

White paper Oa 452 + 59a 80.7 + 2.7a
Micro-perforated Oa 60.1 + 5.9b 99.5 + 0.3b
Non-isolated (check) 6.5+ 2.8b 88.6 + 3.5¢ 99.7 + 0.2b

Mean values within each column followed by the same letter are not significantly different (P = 0.05).

© 2010 The Authors
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6.5% of the emasculated flowers from unbagged plants
were naturally fertilised. When the stigma of emascu-
lated flowers were hand pollinated, 45.2% of the flowers
from plants bagged with white paper bags were ferti-
lised, compared with 60.1% in plants bagged with MPB
and 88.6% in unbagged plants (Table 2).

Discussion

Most Orobanche species are pollinated by insects, but
some species are self-pollinating (Kreutz, 1995). In the
case of O. cumana, there are no specific studies on its
mode of pollination. Based on molecular studies on
O. cumana populations, Gagne et al. (1998) concluded
that O. cumana is a self-pollinated species. The results of
the present research indicated that O. cumana is self-
compatible, but greater seed production occurs in
unbagged flowers, suggesting that cross pollination
might improve seed set.

The bag type used to isolate O. cumana plants clearly
determined seed production. The best results were
obtained using transparent MPB, which allow both
good aeration and illumination of the plants. A greater
seed production by plants isolated with MPB as com-
pared with those bagged with paper bags also gave much
better seed quality, measured as a function of viability
and infectivity. Aeration has been suggested as a key
factor for the optimisation of seed quality, when
fertilisation and seed maturation occur under bagging
conditions (Kameswara Rao et al., 2002). Experiments
conducted in olive trees concluded that the temperature
into MPB is similar to the environmental one and lower
than in paper bags, whereas light intensity was reduced
by 84% inside brown paper bags, 62% in white paper
bags and only 12% in MPB (Del Rio & Caballero,
1999). Accordingly, a combination of better aeration
and associated reduced temperature, together with
better light penetration, may result in greater seed
production and better seed quality in O. cumana plants
bagged with MPB.

Basic and applied genetic studies in O. cumana will
require the use of inbreeding and hybridisation tech-
niques. The results of this study suggested that
O. cumana plants tolerate seed production under isola-
tion, both under self-pollination as well as in controlled

hybridisation. Bagging can be also used to collect
O. cumana seeds of a given plant or population without
pollen contamination from other genotypes. Particular
attention should be paid to the bag type used for plant
isolation, as the present study showed this is crucial for
ensuring good seed production and quality.
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Summary

Unpigmented plants characterised by yellow stems and
white flowers have been observed in several Orobanche
spp. The objective of this research was to study the
inheritance of the unpigmented plant trait in Orobanche
cumana. Plants of the unpigmented line EK-A1 that had
been self-pollinated for three generations (S;) were
crossed with plants of the wild-type line EK-12 using
hand emasculation and pollination. F; plants showed an
intermediate phenotype, characterised by a greenish
stem compared with a yellow stem in EK-A1 plants and
bluish-violet stem in EK-12 plants. F; plants segregated
in a 1:2:1 (bluish-violet: greenish: yellow) ratio, suggest-

ing that plant pigmentation in O. cumana is controlled
by a partially dominant allele at a single locus. Mono-
genic inheritance was confirmed in the F; plant gener-
ation, which also revealed that the lack of pigmentation
has no effect on O. cumana parasitism. This study
demonstrated for the first time the feasibility of using
hybridisation techniques for developing segregating
populations in this species. Because of its simple mode
of inheritance, the unpigmented plant trait may have a
particular use as a morphological marker in basic and
applied studies on O. cumana.

Keywords: hybridisation, parasitism, segregating popu-
lations, sunflower broomrape, unpigmented plants.

RobpRriGUEZ-OJEDA MI, VELASCO L, ALoNso LC, FERNANDEZ-EscoBaR J & PErREzZ-VicH B (2011). Inheritance of the
unpigmented plant trait in Orobanche cumana. Weed Research 51, 151-156.

Introduction

Orobanche cumana Wallr. (sunflower broomrape) is a
weedy parasitic angiosperm that represents a serious
constraint on the growth of cultivated sunflower in
many countries of Europe and the former USSR
(Fernandez-Martinez et al., 2008). The species was first
described by Wallroth (1825) on plants collected in
desert areas of south-western Asia and south-eastern
Europe. In the wild, O. cumana mainly parasitises
Artemisia spp. (Novopokrovsky & Tzvelev, 1958), but,
shortly after the expansion of sunflower cultivation in
Russia at the end of the 19th century, O. cumana started
attacking this crop (Vranceanu et al., 1986).

The status of O. cumana as a separate species has
been the subject of extended debate. Even though some
taxonomists considered this species as an infraspecific
taxon of O. cernua (Beck-Mannagetta, 1930; Rechinger,
1943; Greuter et al., 1989), there is nowadays a wide
base of evidence supporting its classification as a
separate species (Katzir et al., 1996; Paran et al., 1997,
Pujadas-Salva & Velasco, 2000; Benharrat et al., 2002;
Roman ez al., 2003). Orobanche cumana plants are up to
65 cm tall, with slender stems slightly thickened at the
base (Pujadas-Salva & Velasco, 2000). Stem colour is
variable, and it has been reported to be whitish
(Pujadas-Salva & Velasco, 2000), yellowish or brownish
(Novopokrovsky & Tzvelev, 1958), and bluish-violet,
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yellow or reddish (Kreutz, 1995). The corolla is white at
the base and bluish to pale-violet in the limb (Kreutz,
1995).

Stem colour in Orobanche spp. is mainly determined
by the accumulation of anthocyanins, which are more
conspicuous because of the absence of chlorophyll
(Wheldale, 1916). Anthocyanins also confer red colour
to the stem of many chlorophyll-bearing plants. The
number of genes involved in stem colour and their
interaction depends on the species, with alleles for red
stems being in most cases dominant over alleles for green
stems. One of the most detailed genetic studies was
conducted in tomato (Solanum lycopersicum L.), where
12 independent genes were reported to be involved in
anthocyanin accumulation in different plant organs.
Recessive alleles at four loci (Af, Ah, Aw and Bs)
independently determined absence of anthocyanin pig-
mentation in the whole plant, whereas recessive alleles at
locus Ag conditioned absence of anthocyanin pigmen-
tation in the stems, but not in other plant organs, such
as leaves (Wettstein-Knowles, 1968). In sunflower,
anthocyanin colour of the stem is controlled by dom-
inant alleles at three loci 7;, T> and Hay (Skaloud &
Kovacik, 1978); though, monogenic inheritance has also
been reported (Stoenescu, 1974). The combination of
two genes with dominant-recessive epistasis condition-
ing anthocyanin pigmentation has been reported in
castor (Ricinus communis L.) (Moshkin & Dvoryadkina,
1986) and cowpea (Vigna unguiculata [L.] Walp.)
(Ishiyaku & Singh, 2004), whereas a combination of
one dominant and two recessive genes has been reported
in peanut (Arachis hypogaea L.) (Essomba et al., 1991).
Dominant, monogenic inheritance of red stem pigmen-
tation has been reported in several species, such as
pigeonpea (Cajanus cajan [L.] Millsp.) (Narkhede et al.,
1980), winged bean (Psophocarpus tetragonolobus [L.]
DC) (Erksine & Khan, 1977), Medicago polymorpha L.
(De Haan & Barnes, 1998), Brassica rapa L. (Burdzinski
& Wendell, 2007) and Exacum affine Balf.f. ex Regel,
though, in the latter species two additional modifying
genes that intensify red stem colour were also identified
(Wolf & Craig, 1988).

Unpigmented variants, with yellow stem and white
corolla, have been observed in many populations of
Orobanche spp. Except for O. lutea Baumg., where the
entire plant is usually yellow, unpigmented yellow
variants are rather infrequent. However, they have been
reported in Orobanche alsatica Kirschl., Orobanche
rapum-genistae Thuill.,, Orobanche teucri Holandre,
Orobanche hederae Duby, Orobanche elatior Sutton
and Orobanche crenata Forsk. (Rumsey & Jury, 1991;
Kreutz, 1995). In some cases, the yellow variants have
been separated as a subspecific taxon, as for example
O. rapum-genistae Thuill. var. typica G. Beck forma

flavescens Durand (Beck-Mannagetta, 1930) or Oroban-
che minor Sm. var flava E. Regel (Rumsey & Jury, 1991).

Unpigmented yellow plants of O. cumana were first
identified within the population BS-78 collected in
Cuenca (Spain) in 1978 (Gonzalez-Torres et al., 1982).
The authors reported no differences in parasitisation
associated with stem colour, in the evaluation of
population BS-78 on nine sunflower lines and cultivars.
In the course of a resistance evaluation test carried out
in the glasshouse, we identified a spontaneous unpig-
mented mutant plant of O. cumana characterised by
bright yellow stem and completely white corolla within
population EK-36, collected in Cuenca, Spain, and
classified as race E. Because of the potential interest of
this trait for future studies on O. cumana biology, the
unpigmented plant was isolated and multiplied. The
objective of this research was to study the inheritance of
the unpigmented plant trait in O. cumana.

Materials and methods

Mutant isolation

A spontaneous unpigmented mutant plant of O. cumana
was isolated before flowering with two microperforated
plastic bags 61 x 8 cm made up of Cryovac® SM570Y
film (Sealed Air Corporation, Elmwood Park, NJ,
USA). First generation self-pollinated seeds (S;) were
collected from the unpigmented plant at maturity and
stored at 4°C. S; seeds were used to inoculate eight
plants of the susceptible sunflower cultivar DMM, as
described later, for confirmation of the heritability of the
trait, as well as for seed multiplication. All the plants
were bagged in this and subsequent generations, as
described earlier. S, seeds from unpigmented plants were
bulked and used for a new generation of trait evaluation
and seed multiplication, this time on 48§ DMM sunflower
plants. All the S5 seeds harvested on unpigmented plants
were bulked and the line was named EK-A1.

Genetic study

The study of the inheritance of the unpigmented plant
trait in O. cumana was conducted using S; seeds from
the lines EK-Al and EK-12. EK-12 is an S, line
developed by inbreeding a population collected in Ecija,
Spain, on the sunflower cultivar Sirio. One hundred and
fifty plants of the susceptible sunflower cultivar DMM
were inoculated with S3 seeds of O. cumana line EK-A1,
whereas another 150 plants of DMM were inoculated
with seeds of line EK-12. After emergence, 20 plants of
EK-A1l and 20 plants of EK-12 were bagged before
flowering. The flowers of 10 plants of each line were
emasculated and hand pollinated with fresh pollen of the
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other line, as described later. F; seeds collected on each
pollen receptor plant were used to inoculate three plants
of the sunflower cultivar DMM. F; plants were bagged
to enforce self-fertilisation. Only 16 F; plants produced
enough quantity of F, seeds for evaluation of the
segregation of the trait. F, seeds were used to inoculate
between 8 and 16 plants of the sunflower cultivar DMM,
depending on the amount of seed produced by each F,
plant. Individual F, plants were bagged to produce F;
seeds. F3 seeds from 120 F, plants belonging to four F,
families were used to study plant colour segregation at
the F3 plant level. For this, F3 seed from each individual
F, plant was used to inoculate three plants of the
sunflower cultivar DMM. Stem colour was visually
scored at each Fy, F; and F3 plant generation. In the F,
generation, plant stems were visually scored as yellow
(unpigmented), bluish-violet (fully pigmented) and
greenish (intermediate pigmented). In the F3 generation,
plant stems were visually scored as unpigmented (yel-
low) and pigmented (bluish-violet and greenish), because
of the large number of O. cumana plants in some pots
that made it difficult to distinguish greenish from bluish-
violet plants.

Flower emasculation and controlled cross-pollination

The corolla of flowers from bagged plants was removed
with a forceps 2 days before flower opening, and the
four stamens were also removed. For controlled cross-
pollination, the stamens from flowers opened within the
same day were picked up with the forceps and rubbed
onto the stigma of the emasculated flowers. Pollination
on the same flower was repeated for two additional days.
As in all cases, the plants were bagged, the bag was
removed immediately before emasculation and placed
back immediately after pollination.

Sunflower inoculation and cultivation conditions

Small pots 5.5 X 6 x 16 cm were filled with a mixture of
sand and peat (1:1 by wt). The soil mixture (approxi-
mately 330 cm®) was carefully mixed with 25 mg of
O. cumana seed (equivalent to around 5000 seeds) to
obtain a homogeneously infested substrate. Sunflower
seeds of the cultivar DMM were germinated on moist-
ened filter paper in Petri dishes and 2-day-old seedlings
were planted in the pots. The plants were maintained in
a growth chamber for 21 days at 23°C/20°C (day/night)
with a 16-h photoperiod for incubation. After this time,
the plants were transplanted to pots containing 3 L of a
fertilised (Osmocote, 14:14:14, 3/4 months, 2 g L'
medium), uninfested sand-silt-peat (2:1:1 by wt) soil
mixture and maintained in a cage enclosure under open-
air conditions without artificial illumination, covered
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with a polyethylene mesh 2.5 x 2.5 cm for bird protec-
tion. Environmental conditions within the cage enclo-
sure did not differ from open-air conditions. The plants
were grown in the spring—summer season, from mid-
March to mid-August. They were watered as needed,
but were not further fertilised.

Statistical analysis

The mode of inheritance was assessed by the chi-square
goodness of fit between expected and observed pheno-
typic ratios for stem colour, as described by Steel and
Torrie (1980). Segregation for stem colour was adjusted
to a 1:2:1 (unpigmented:intermediate pigmented:fully
pigmented) ratio in the F, generation and to a 1:3
(unpigmented:pigmented) ratio in the F3 generation of
F, plants classified as intermediate. A test for heteroge-
neity of the data of F, and F3 populations was carried
out. The data of different populations were pooled for a
combined chi-square analysis only in the case that the
heterogeneity chi-square was not statistically significant
(P < 0.05) (Sanchez-Monge & Jouve, 1989).

Results

Mutant isolation

A single unpigmented O. cumana plant was identified in
a pot experiment aimed at evaluating resistance to
0. cumana population EK-36 in sunflower breeding
lines. The unpigmented plant had a yellow stem and
white corolla, compared with a bluish-violet stem and
bluish to pale-violet corolla in the other plants of
population EK-36 (Fig. 1). The plant was self-fertile and
produced S; seeds under isolation. All the S; plants
obtained by inoculating sunflower plants with S; seeds

Fig. 1 S; unpigmented plants isolated from sunflower broomrape
population EK-36 (right) and wild-type plants of the same
population (left).
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"

reproduced the unpigmented plant phenotype, indicat-
ing homozygosity of the gene(s) underlying the trait.

Inheritance of the unpigmented plant trait

Ten F; populations from the cross EK-A1 x EK-12 and
10 F; populations from the reciprocal cross were eval-
uated, resulting in 126 and 166 F, plants, respectively.
In all cases, F; plants showed an intermediate phenotype
characterised by a greenish stem, compared with a
yellow stem in EK-AT1 plants and a bluish-violet stem in
EK-12 plants (Fig. 2). No apparent differences between
F, plants from reciprocal crosses were identified,
suggesting that the trait is nuclear and not maternally
inherited. F, plants segregated into bluish-violet, green-
ish and yellow stem colour in the 16 F, populations
evaluated, which fit a 1:2:1 (bluish-violet: greenish:
yellow) ratio (Table 1). This suggested that plant

Table 1 Segregation for stem colour in 16 F, populations (F,
plants evaluated) derived from the cross between sunflower
broomrape lines EK-A1 (unpigmented) and EK-12 (wild type)

Individuals with Adjustment

phenotype to 1:2:1

Bluish-
F, family violet Greenish  Yellow  #? P
F2-1 35 78 25 3.80 0.15
F2-2 45 103 47 0.66 0.72
F2-3 25 71 21 5.62 0.06
F2-4 39 82 33 1.12 0.57
F2-5 9 17 15 295 0.23
F2-6 11 25 16 1.04 0.59
F2-7 8 36 11 5,58 0.06
F2-8 17 24 8 3.33 0.19
F2-9 27 42 23 1.04 0.59
F2-10 10 17 6 1.00 0.61
F2-11 7 22 18 534  0.07
F2-12 11 31 20 2.61 027
F2-13 11 29 9 095 062
F2-14 15 21 14 1.32 0.52
F2-15 15 29 16 0.10 0.95
F2-16 8 16 8 0.00 1.00
Pooled data 293 643 290 295 0.23
Heterogeneity 33.51 0.35

(df = 15)

Fig. 2 Sunflower broomrape plants of the
lines EK-12 (left), EK-AT1 (right) and the
F, between them (centre).

pigmentation in O. cumana is controlled by partially
dominant alleles at a single locus, which we have
named P,.

The progenies of 120 F, plants from four F; popu-
lations were used to inoculate sunflower plants to
confirm homozygosity of the parental classes. The
progenies of 30 bluish-violet-stemmed F, plants pro-
duced 1146 bluish-violet F5 plants and no plants with
other stem colour, averaging 38.2 + 25.3 plants per F,.3
family. The progenies of 21 yellow-stemmed F, plants
produced 955 yellow F5 plants and no plants with other
stem colour, which averaged 45.5 + 33.7 plants per F3
family. The average number of emerged plants per F.3
family was not significantly different (z = 0.88,
P = 0.38) between families derived form bluish-violet-
stemmed F, plants and yellow-stemmed F, plants,
suggesting that the unpigmented plant trait has no
effect on parasitism. The progenies of 69 greenish-
stemmed F, plants were pooled (heterogeneity
¥ = 7929, P = 0.16) and they produced 2037 pig-
mented (bluish-violet and greenish) plants and 708
unpigmented (yellow) plants, which did not differ
significantly (> = 0.92, P = 0.34) from a 3:1 segrega-
tion ratio. This confirmed the segregation of alleles at a
single locus. According to this monogenic mode of
inheritance, expected genotypes are P,P, for plants with
bluish-violet stems, P,p, for plants with greenish stems
and pgp, for plants with yellow stems.

Discussion

Unpigmented plants are rarely observed in populations
of different Orobanche spp. (Kreutz, 1995; Rumsey,
2007), including O. cumana (Gonzalez-Torres et al.,
1982), and no attempts to study the inheritance of the
trait have been made thus far. Rumsey (2007) hypoth-
esised that Orobanche plants lacking pigmentation might
be the result of a single-gene mutation. The results of the
present research demonstrated that the unpigmented
plant trait in O. cumana is caused by partially recessive
alleles at a single locus. A similar monogenic and
dominant mode of inheritance of anthocyanin pigmen-
tation has been reported in several chlorophyll-bearing
species, such as tomato (Wettstein-Knowles, 1968),
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pigeonpea (Narkhede et al., 1980), winged bean (Erksine
& Khan, 1977), M. polymorpha (De Haan & Barnes,
1998), Brassica rapa (Burdzinski & Wendell, 2007),
Exacum affine (Wolf & Craig, 1988) and some sunflower
genotypes (Stoenescu, 1974). More complex inheritance
patterns have been found in other species, such as castor
(Moshkin & Dvoryadkina, 1986), cowpea (Ishiyaku &
Singh, 2004), peanut (Essomba et al., 1991) and some
sunflower genotypes (Skaloud & Kovacik, 1978).

Orobanche spp. are often highly variable with regard
to size, pubescence and colouration (Rumsey & Jury,
1991). There are several examples of Orobanche spp.
variants lacking anthocyanin (Kreutz, 1995; Rumsey,
2007), and the trait has been used in intraspecific
classifications (Beck-Mannagetta, 1930). The results of
the present study indicate that the absence of anthocy-
anin pigmentation in O. cumana is the result of a single-
gene mutation and that such a mutation has no effect on
parasitism. Because of the simple genetic basis of the
trait, care should be taken not to rely on a single
character such as plant colour in taxonomic classifica-
tions.

The results obtained from experiments of sunflower
plants inoculated with F5 seeds from homozygous P,P,
(pigmented) and p,p, (unpigmented) F».; families sug-
gested that the lack of pigmentation of O. cumana plants
has no effect on parasitism, which is in agreement with
previous observations of Gonzalez-Torres et al. (1982).

The genus Orobanche encompasses a large number of
species of holoparasitic plants, some of them of great
agricultural relevance because of their ability to para-
sitise important crops (Kreutz, 1995). In the case of
O. cumana, this species has become a major constraint
on sunflower cultivation in many countries of Europe
and the former USSR. This has promoted huge breeding
efforts to develop genetic resistance in sunflower
(Fernandez-Martinez et al., 2008). Such efforts have
been successful in the short term, but the parasite has
demonstrated a capacity to overcome sunflower resis-
tance mechanisms (Fernandez-Martinez et al., 2008).
One of the problems for developing more stable sources
of resistance to O. cumana is the scarce information
about its reproductive biology, the genetic structure of
the populations and the mode of inheritance of traits
related to parasitism. The partially recessive nature of
the unpigmented trait and the ease of identifying the
recessive homozygote from the wild type and the
heterozygote confer the potential use of the unpigment-
ed plant trait as a morphological marker for basic and
applied studies on O. cumana. For example, recessive
colour markers are of great value for determining cross-
pollination rates (Bannert et al., 2008), which is an
important aspect of O. cumana reproductive biology yet
to be determined. This study demonstrated for the first

© 2010 The Authors

Inheritance of unpigmented trait in Orobanche 155

time the utility of using hybridisation techniques for
developing O. cumana segregating populations, which
will be required for further genetic and molecular studies
in this species.
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Abstract

Sunflower broomrape (Orobanche cumana Wallr.) is considered a self-fertilizing species, but there is no indication as
to whether it is strictly self-fertilized or that it presents some extent of cross-fertilization. The objective of this research
was to measure the rate of cross-fertilization in O. cumana using an unpigmented recessive mutant as a visual marker. A
pot and a field experiment in which single unpigmented plants were surrounded by a large number of pigmented plants
were conducted. Occurrence of F; hybrids, readily distinguishable from unpigmented plants in the progenies of
unpigmented plants provided a direct measurement of the cross-fertilization rate. Progenies of unpigmented plants
contained 21.5 % of F; hybrids in the pot experiment and 28.8 % in the field experiment. The results revealed that
O. cumana is a partially allogamous species, which has great relevance for understanding the genetic structure and

dynamics of populations and, ultimately, race evolution in this parasitic plant.

Additional key words: allogamy, anthocyaninless, autogamy, sunflower broomrape, unpigmented plants.

Sunflower broomrape (Orobanche cumana Wallr.) is a
holoparasitic plant that constrains sunflower production
in many countries around the world (Skorié¢ et al. 2010).
A particularity of O. cumana parasitisation of sunflower
is a clear differentiation of parasitic races and a host-
parasite interaction that generally fits the gene-for-gene
model which does not occur in other crop/Orobanche
associations (Pérez-de-Luque et al. 2009). In recent
years, the appearance of new O. cumana races has
jeopardized sunflower production in large areas of Spain,
Romania, Turkey, Ukraine, and Russia (Ferndndez-
Martinez et al. 2009). Understanding race evolution in
O. cumana would require a previous knowledge of the
genetic structure and dynamics of O. cumana popu-
lations.

The mating system is a major determinant of the
genetic structure of populations (Lloyd and Schoen 1992,
Charlesworth 2003). Most Orobanche species are
pollinated by insects, particularly bumblebees and bees,
but some species are self-fertilizing (Musselman et al.
1981, Kreutz 1995). Their mating systems are commonly
correlated with flower morphology; whereas some self-
fertilizing species such as O. cumana develop bent
tubular corollas with small lower lips that may not

Received 5 June 2012, accepted 15 October 2012.

facilitate pollinator landing, other species like O. crenata
Forssk. and O. foetida Poir. have large lower lips that
serve as landing platforms for pollinating insects (Satovic
et al. 2009). A molecular study on intra- and inter-
population genetic variation in eight European popu-
lations of O. cumana parasitizing sunflower identifies
low intra-population and large inter-population genetic
variations which pointed to a self-fertilizing mating
system (Gagne et al. 1998).

Despite the above mentioned studies, which suggest
that O. cumana is primarily a self-fertilizing species, no
studies to measure the rate of cross-fertilization have
been undertaken. The objective of this research was to
measure the rate of cross-fertilization in O. cumana using
an unpigmented recessive mutant as a visual marker.

Two experiments to evaluate the cross-pollination rate
were conducted in Cordoba, Spain in 2008, one of them
in pots and the other one in a field. O. cumana lines EK-
12, developed by inbreeding a population collected in
Ecija, Spain, and EK-Al, developed by inbreeding a
single unpigmented plant lacking anthocyanin
(Rodriguez-Ojeda et al. 2011), were used. The
unpigmented plant trait is determined by partially
recessive alleles at a single locus in such a way that
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heterozygotes Pop, show greenish stems that are easily
distinguishable from homozygotes P,P, with bluish-
violet stems and pgp,, with yellow stems (Rodriguez-
Ojeda et al. 2011).

Seeds of the confectionery sunflower (Helianthus
annuus L.) line B-117, susceptible to all tested
O. cumana populations, were planted in small pots (7 x 7
x 7 cm) containing a mixture of sand and g)eat (1:1, v/v).
The mixture (approximately 330 cm’) had been
previously carefully mixed with 25 mg of broomrape
seeds of either EK-12 or EK-Al lines to obtain a
homogeneously infested substrate. In total, 498 pots were
inoculated with EK-12 and 140 pots with EK-A1l. The
plants were kept in a growth chamber for 15 - 20 d at
day/night temperatures of 25/18 °C, air humidity of 55 %,
and a 14-h photoperiod with irradiance of 300 pmol m™s™.
After this time, about half of the plants were used for the
pot experiment and the other half were used for the field
experiment. Addi-tionally, 96 pots containing soil
inoculated with EK-12 and 96 pots containing soil
inoculated with EK-A1 were prepared as described above
for seed multiplication.

In the pot experiment, the plants were transplanted
into 3500-cm’ plastic pots filled with uninfested sand-silt-
peat (2:1:1; v/v/v) mixture. Pots inoculated with EK-12
and EK-A1 were arranged in five rows of 35 pots each in
such a way that every EK-Al pot was surrounded by
eight EK-12 pots. The pots were maintained under open
air conditions, i.e., they were placed on the ground with
no mesh cover. Shoots of EK-A1 were removed periodi-
cally before flowering, usually at the stage of 3 - 4 cm
height to leave one single shoot per pot in order to avoid
cross-fertilization between neighbouring unpigmented
plants. Shoots of EK-12 were not removed. The number
of EK-12 shoots per pot was recorded. Sunflower plants
used for seed multiplication of lines EK-12 and EK-Al
were transplanted into plastic pots as described above and
maintaned under open air conditions in an area separated
from the outcrossing experiment. Individual plants of
EK-12 and EK-Al were bagged before flowering
(Rodriguez-Ojeda et al. 2010).

In the field experiment, the sunflower plants were
transplanted into the field at the experimental farm of the
Institute for Sustainable Agriculture, Cérdoba, in 17 rows
5 m long with a distance of 1 m between rows and 25 cm
between plants in the row. Plants grown in soil inoculated
with EK-12 and EK-A1 were arranged in a similar pattern
to that in the pot experiment, ie., sunflower plants
inoculated with EK-A1 were surrounded by eight plants
inoculated with EK-12. Shoots of EK-A1 were removed
periodically as described for the pot experiment to leave
one single shoot per sunflower plant. Shoots of EK-12
were not removed. The number of EK-12 shoots per
sunflower plant was recorded.

Plants of EK-A1 from both the pot and field expe-
riments were bagged around 2 weeks after the end of
flowering to avoid seed losses. At maturity, the bags were
cut and the seeds of each plant were threshed separately.
Seeds from 15 EK-A1 plants, seven from the pot experi-
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ment and eight from the field experiment, produced
sufficient amounts of seed for evaluation of progenies.
For this purpose, seed from each progeny was used to
inoculate soil as described above, and this soil was used
for filling 18 small pots in which seeds of sunflower line
B117 were sown. Eighteen pots containing soil
inoculated with seeds of EK-12 and 18 pots containing
soil inoculated with seeds of EK-A1 from the previous-
year seed multiplication were prepared as a control. The
plants were transplanted into larger pots with the same
soil and maintained under open air conditions. After
broomrape emergence, the number of shoots with yellow
or greenish stems was recorded periodically. Plants of
EK-12 and EK-A1l were used as a visual control. They
bred true for plant colour, i.e., all plants of EK-12 were
pigmented (bluish-violet stems) and all plants of EK-Al
were unpigmented (yellow stems). The rate of cross-
fertilization was calculated as the percentage of
broomrape shoots with greenish stems in the progenies of
EK-Al plants. It is important to note that plant
pigmentation has no effect on parasitism as revealed in a
previous study (Rodriguez-Ojeda et al. 2011). A y’-test
for homogeneity was conducted within each experiment
(Steel and Torrie 1980).

Table 1. Number of yellow and greenish broomrape shoots and
percentage of greenish ones obtained in the evaluation of the
progenies of individual yellow-stemmed plants of line EK-Al
under open-pollination conditions in pot and field experiments.

Exp. EK-Al Number of progenies [%] ¥ (P)
yellow greenish

Pots 1 21 7 25.0

2 40 21 34.4

3 65 34 343

4 218 41 15.8

5 36 14 28.0

6 27 5 15.6

7 109 19 14.8

total 516 141 21.5 26.2 (<0.01)
Field 1 34 14 29.2

2 16 3 15.8

3 56 11 16.4

4 18 5 21.7

5 36 24 40.0

6 27 11 28.9

7 14 6 30.0

27 18 40.0
total 228 92 28.8 13.6 (0.06)

The average number of bluish-violet shoots per
sunflower plant in the pot experiment was 17.7 + 13.9
(mean + SD). Evaluation of progenies of seven
unpigmented plants revealed that between 14.8 and
34.4 % of the progeny shoots had greenish stems, i.e.,
they were F; plants derived from hybrid seeds produced
by cross-fertilization with pollen of bluish-violet plants
(Table 1). The progenies were not homogeneous
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(f* = 26.2, P < 0.01) for the cross-fertilization rate. The
sum of the seven progenies resulted in 516 yellow shoots
(S| plants) and 141 greenish shoots (F; plants) indicating
an average occurrence of 21.5 % cross-fertilization in the
conditions of the pot experiment.

The average number of bluish-violet broomrape
shoots per sunflower plant was 21.1 £ 14.7 in the field
experiment. Evaluation of stem colour of the progenies of
8 unpigmented mutants revealed that between 15.8 and
40.0 % of the progeny shoots had %reenish stems (Table 1).
Homogeneity of the progenies (" = 13.6, P = 0.06) was
indicated. The sum of the 8 progenies resulted in
228 yellow shoots and 92 greenish shoots indicating an
average cross-fertilization of 28.8 % in the field expe-
riment.

These results suggest that O. cumana is a partially
allogamous species. The observed rates of cross-
fertilization were only applicable to the plant material,
experimental design, and environments under which the
experiments were conducted, as a number of studies have
suggested that there is both temporal and spatial variation
in the rate of cross-pollination in partially allogamous
plants (Suso and Moreno 1999). However, the results of
this research clearly indicate that O. cumana is not a
strictly self-pollinated species and some extent of cross-
fertilization should be expected. Previous studies based
on flower morphology (Satovic ef al. 2009) and genetic
structure of populations (Gagne et al. 1989) suggest that
O. cumana is a self-pollinating species. There was a large
variation for the rate of -cross-fertilization among
progenies in the two environments of this study,
particularly in the pot experiment. Spatial heterogeneity
for the rate of cross-fertilization has been reported in
other partially allogamous species such as safflower
(McPherson et al. 2009).

Even though the objective of the research was not to
determine the agents of cross-pollination in O. cumana,
which, on the other hand, would have required specific
additional experiments, we observed the presence of
insects visiting O. cumana flowers. They corresponded to
small to moderate-sized specimens of Hymenoptera with
a length from around 3 to 9 mm. Fig. 1 shows a small
specimen (5 mm length) of the Halictidae family
captured inside a flower of an unpigmented O. cumana
plant in the course of the field experiment. It is important
to note that species of Halictidae are known as pollinators
as well as pollen feeders (Armbruster and Baldwin 1998).
Nevertheless, it could not be checked whether putative
pollinators carried O. cumana pollen. Full demonstration
of the role of insects on O. cumana cross pollination will
require additional insect capture and confirmation that
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Summary

Orobanche cumana is a weed that grows as a root
parasite on sunflower. In general, the O. cumana—
sunflower parasitic system is regarded to follow the
gene-for-gene model, although this has never been
demonstrated at the genetic level in O. cumana. The
Or5 dominant gene in sunflower confers resistance to
0. cumana race E, but not to race F. The objective of
this research was to study the inheritance of aviru-
lence/virulence in crosses between plants of O. cumana
lines classified as races E and F. Four race E and three
race F lines were developed, from which four race
E x race F cross-combinations were made, in three
cases including reciprocals. In all cases, F; seeds did
not have the ability to parasitise sunflower line P-1380
carrying the Or5 gene, indicating dominance of race E

avirulence allele(s). Five F, populations comprising a
total of 387 F,.; families were evaluated on sunflower
line P-1380. In all cases, one-fourth of the F,.; families
did not possess the ability to parasitise P-1380 plants,
suggesting that race E avirulence and race F virulence
on P-1380 are allelic and controlled by a single locus.
This study demonstrated the gene-for-gene interaction
in the O. cumana—sunflower parasite system and pro-
vided useful information to identify genes involved in
O. cumana virulence. The approach followed in this
research can contribute to define precisely races of the
parasite on the basis of the presence of avirulence
genes.

Keywords: avirulence, virulence, parasitic weed, genetic
study, hybridisation, inheritance, race E, race F,
sunflower broomrape.
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Introduction

The gene-for-gene theory describes plant—pathogen
interactions in which resistance reactions are governed
by the interaction of host genes for resistance and the
corresponding pathogen genes for avirulence (Flor,
1971). This theory has been well demonstrated in cases
of qualitative or vertical resistance, which in general

show race specificity and a hypersensitive resistance
response. Genes for resistance in the host and genes
for avirulence (inability to infect) in the pathogen are
most frequently dominant (Agrios, 2004). In the case
of Orobanche and Phelipanche spp. parasitisation,
resistance in the host plant is, in most cases, under
polygenic, specific genetic control, for
example, in legumes (Rubiales & Fernandez-Aparicio,

non-race
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2012), tomato (Qasem & Kasrawi, 1995), tobacco
(Buschmann et al., 2005), rapeseed (Zehhar et al.,
2003) and parsley (Goldwasser & Kleifeld, 2002).
Conversely, the O. cumana—sunflower parasitic system
generally follows the gene-for-gene model (Fernandez-
Martinez et al., 2012).

A comprehensive characterisation of Orobanche
cumana Wallr. (sunflower broomrape) races parasitis-
ing sunflower was conducted by Vranceanu et al.
(1980), who identified five races of O. cumana in
Romania, designated as A to E, with a set of five sun-
flower differential lines carrying the dominant resis-
tance genes Orl to Or5 respectively. In Spain, race E
was predominant till the end of the 20th century when
a new race, named race F that overcame resistance
conferred by the Or5 gene, appeared and rapidly
spread throughout the main cultivation areas (Alonso
et al., 1996; Molinero-Ruiz & Melero-Vara, 2004). The
situation was similar in the main areas of O. cumana
distribution on cultivated sunflower (Skorié¢ et al.,
2010). Molecular mapping studies revealed that the
Or5 gene conferring resistance to race E is located on
a telomeric region of linkage group (LG) 3 of the sun-
flower genetic map (Lu et al., 2000; Tang et al., 2003;
Pérez-Vich et al., 2004). Lu et al. (2000) hypothesised
that Or5 might be a cluster of recognition-dependent
resistance genes encoding proteins characterised by the
presence of leucine-rich repeat (LRR) motifs and a
nucleotide binding site (NBS) N-terminal to the LRR
domain. This was supported by the mapping of three
NBS-LRR loci in the telomeric region of LG 3 where
Or5 was mapped (Radwan et al., 2008).

As stated previously, genetic studies have demon-
strated that resistance to O. cumana race E in
sunflower is governed by a major dominant gene Or5.
Demonstration of the gene-for-gene interaction system
requires studying the inheritance of the avirulence/viru-
lence reaction in O. cumana. Accordingly, the objective
of the present research was to study the inheritance
of avirulence/virulence in crosses between plants of
O. cumana races E and F.

Materials and methods

Orobanche cumana populations

Orobanche cumana race E line EK-12 was developed
from a population collected in Sevilla, Spain, in 1994.
Race E line EK-57 was developed from a population
collected in Cérdoba, Spain, in 1993. Race E line
EK-07 was developed from a population collected in
Cuenca, Spain, in 1993. Race E line OC-94 was devel-
oped from a population collected in Sevilla, Spain,

© 2013 European Weed Research Society 53, 322-327
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in 1994. The corresponding lines were developed by
selfing for three generations single plants (Rodriguez-
Ojeda et al., 2010) grown on sunflower cultivars Ritmo
(EK-12, EK-57, and EK-07) or S-1358 (OC-94), both
of them resistant to races A through D and susceptible
to race E. Race E classification of the four race E lines
was confirmed because they showed virulence on
plants of cultivars Ritmo (EK-12, EK-57 and EKO07)
or S-1358 (OC-94) and avirulence on plants of cultivar
P-1380, carrying the Or5 gene that confers resistance
to race E (Vranceanu ez al., 1980).

Orobanche cumana race F lines EK-23 and EK-28
developed from two different populations
collected in Cérdoba, Spain, in 1995 and 1996 respec-
tively. Both lines were developed by selfing for three
generations single plants grown on sunflower cultivar
Kasol, resistant to race E. Race F line SP was devel-
oped from a population collected in Sevilla, Spain,
in 2004. The line was developed by selfing for three
generations single plants grown on sunflower cultivar
P-1380. Race F classification of lines EK-23, EK-28
and SP was confirmed because they showed virulence
on plants of cultivars P-1380 and avirulence on plants
of cultivars 1371B (EK-23 and EK-28) or P96 (SP),
both of them resistant to race F (Fernandez-Martinez
et al., 2004).

were

Genetic study

Fifty mg of seeds of O. cumana race E lines EK-12,
EK-57, EK-07 and OC-94, and race F lines EK-23,
EK-28 and SP were used to inoculate 24 small pots
7 x 7 x 7 cm filled with a mixture of sand and peat
(1:1 by vol). The soil mixture containing the inoculum
was carefully mixed to obtain a homogeneously
infested substrate. Sunflower seeds of cultivars Ritmo,
S-1358, Kasol and P-1380 (Vranceanu et al., 1980)
were germinated on moistened filter paper in Petri
dishes, and 2-day-old seedlings were planted in the pots
inoculated with EK-12, EK-57 and EK-07 (Ritmo),
OC-94 (S-1358), EK-23 and EK-28 (Kasol), and SP (P-
1380). The plants were maintained in a growth cham-
ber for 21 days at 25°C/20°C (day/night) with a 16-h
photoperiod for incubation. After this time, the plants
were transplanted to pots containing 3 L of an unin-
fested sand/silt/peat (2:1:1 by vol) soil mixture and
maintained under open air conditions. The following
reciprocal crosses between O. cumana plants from race
E and race F lines were made: EK-57 x EK-28,
EK-12 x EK-23, EK-07 x EK-23 and OC-94 x SP.
For each cross-combination, six plants of each
line were emasculated daily and pollinated with pol-
len of plants of the other line, as described by
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Rodriguez-Ojeda et al. (2010, 2011).  Crosses
EK-07 x EK-23 and EK-57 x EK-28 and subsequent
genetic studies were conducted in the experimental sta-
tion of Koipesol Semillas S.A. (Koipesol) in Carmona
(Sevilla, Spain) from 2004 to 2009. Crosses OC-
94 x SP and subsequent genetic studies were con-
ducted at the Institute for Sustainable Agriculture
(IAS-CSIC) in Coérdoba (Spain) from 2005 to 2010.
Crosses EK-12 x EK-23 and subsequent genetic stud-
ies were conducted at both locations in the same period
of time as for the other lines. In all cases, the plants
were grown in pots under open air conditions, and
O. cumana plants were bagged before flowering as
described by Rodriguez-Ojeda et al. (2010).

F; seeds from three to six female plants of each
cross-combination, depending of the amount of F,
seeds produced, were used to inoculate soil in 10-24
small pots as described previously, with the objective
of producing F; plants and F, seed. Seeds of sunflower
cultivars AD-66 or B-117 susceptible to all O. cumana
races were used. AD-66 was used in the research con-
ducted at Koipesol, whereas B-117 was used in the
research conducted at IAS-CSIC. The remaining F,
seed was used to evaluate virulence reaction on 10-24
plants of cultivar P-1380, resistant to race E and sus-
ceptible to race F.

The genetic study could not be based on evalua-
tion of the F, generation on the differential line
P-1380, as avirulent genotypes would remain unde-
tected. Accordingly, F, plants from the crosses
EK-12 x EK-23, EK-07 x EK-23 and OC-94 x SP
were grown on plants of the susceptible lines AD-66
or B-117 to produce F3 seeds, and the genetic study
was based on the evaluation of F,.; families, that is,
F; seeds derived from individual self-fertilised F,
plants. They were evaluated on 6-20 plants of culti-
vars AD-66 or B-117 and P-1380. Evaluation on
AD-66 or B-117 provided information on the viability
of F3 seeds so that any family not virulent on these
lines was removed from the study. Evaluation on the
differential cultivar P-1380, carrying the Or5 resis-
tance gene, provided information on the presence of
alleles overcoming Or5 resistance. Evaluations of viru-
lence of F, and F5 seeds in Sevilla were conducted in
330 cm® pots in a growth chamber, as described by
Rodriguez-Ojeda er al. (2001). Orobanche cumana
tubercles on sunflower roots were counted 45 days
after sowing. Evaluations of virulence in Cérdoba
were carried out in 3-L pots as described previously,
based on emerged shoots. Evaluation of F,.; families
showing avirulent reaction on P-1380 was repeated in
those cases in which additional seed was available.
The cross EK-57 x EK-28 was only used for evalua-
tion of the F; generation.

Statistical analysis

Inheritance of avirulence/virulence in O. cumana popu-
lations was assessed by the chi-square goodness-of-fit
between expected and observed phenotypic ratios for
avirulence/virulence of F, genotypes, determined
through the evaluation of their corresponding F5 prog-
enies, as described previously. Tests for heterogeneity
of the data of F, populations within each cross were
conducted (Sanchez-Monge & Jouve, 1989).

Results

F, seeds from four different crosses between O. cumana
plants of races E and F, three of them made in both
ways, were evaluated on the differential line P-1380,
which carries the dominant resistance gene Or5 that
confers resistance to race E, but not to race F. In all
cases, F; seeds did not possess the ability to parasitise
P-1380 plants (Table 1). All the F; seed families were
also tested on susceptible lines AD-66 or B-117 to
disprove the hypothesis that the lack of parasitisation
on P-1380 plants might be caused by problems associ-
ated with F; seeds, such as low viability, low vigour or
dormancy. Except for a few cases observed in the exper-
iments conducted in large pots, probably due to low
seed quality, all the F; populations showed virulence on
the susceptible lines, with average numbers of root
attachments per plant between 17.4 and 20.2 in the eval-
uations conducted in small pots and average numbers

Table 1 Number of resistant (R) and susceptible (S) plants of
sunflower cultivars AD-66 or B-117, both of them susceptible to
all Orobanche cumana races, and P-1380, resistant to race E and
susceptible to race F, inoculated with F| seeds from crosses
between plants of. O. cumana races E and F

AD-66/B-1171  P-1380

Cross Location* R S (DA): R S
EK-57 (E) x EK-28 (F)  Sevilla 0 20(175) 20 O
EK-28 (F) x EK-57 (E)  Sevilla 0 20(186) 20 O
EK-12 (E) x EK-23 (F)  Sevilla 0 10(20.2) 10 O
EK-23 (F) x EK-12 (E) Cdrdoba 2 22(4.3) 24 0
EK-23 (F) x EK-07 (E) Sevilla 0 15(17.4) 15 O
0OC-94 (E) x SP (F) Cérdoba 3 21(4.0) 24 0
SP (F) x OC-94 (E) Cordoba 1 9 (2.7) 0 0

*Experiments in Sevilla were conducted on small pots, and the
evaluation was based on the number of root tubercles at 45 days
after sowing. Experiments in Cérdoba were carried out on larger
pots, and the evaluation was based on the number of emerged
shoots.

tLine AD-66 was used in the experiments conducted in Sevilla;
line B117 was used in the experiments made in Cérdoba.

iDA= degree of attack, that is, average number of tubercles or
emerged shoots per sunflower plant.

© 2013 European Weed Research Society 53, 322-327



of emerged shoots between 2.7 and 4.3 in the evalua-
tions carried out in large pots. The results suggested
dominance of O. cumana race E avirulence allele(s).

Estimation of the number of genes involved was
conducted through the evaluation of F,.3 families. In
the five F, populations evaluated, F,.; families segre-
gated in a 1:3 (avirulence on P-1380 : virulence on
P-1380) ratio (Table 2). This indicated that broomrape
race E avirulence and race F virulence on P-1380 are
allelic and determined by a single gene. It is important
to note that the virulent class included F,.; families
derived from both F, recessive homozygotes, as well as
F, heterozygotes, which were expected to segregate in
the F; into three avirulent to one virulent genotypes,
in the case of dominant monogenic inheritance of avi-
rulence. If the avirulence gene is named Avrp,s, the
expected allelic configurations are Avrg,sAvro,s for
avirulent homozygotes, avro,savro,s for virulent homo-
zygotes and Avrp.savro,s for avirulent heterozygotes
(Table 3). For 26% of the avirulent F,.5 families, there
was seed available to repeat the evaluation, which con-
firmed in all cases the lack of virulence of these fami-
lies on P-1380. The average number of root
attachments or emerged shoots per sunflower plant in
F,.3 families showing virulence is shown in Table 2.
On average, the number of attachments/shoots on
plants of line P-1380 was reduced by 37% compared
with lines AD-66 and B-117. This can be largely
explained by the presence of virulent F,; families
derived from heterozygote Avro,savro.s F» plants, in
which only avrg,savro,s genotypes are expected to
overcome Or3 resistance mechanisms.

Discussion

Initial studies by Vranceanu et al. (1980), further con-
firmed by other authors (Ish-Shalom-Gordon et al.,

A dominant Avr gene in Orobanche cumana 325

Table 3 Virulence of Orobanche cumana genotypes on sunflower
lines AD-66 or B117 (homozygous recessive for resistance gene
Ors) and P-1380 (homozygous dominant for Ors) depending on
allelic configuration at O. cumana avirulence locus Avrp,s

Sunflower lines

B-117 or AD-66 P-1380
(orsors) (Ors0rs)
O. cumana genotype
Avrors Avrors (race E) Virulence Avirulence
AVross avrors Virulence Avirulence
avroes avross (race F) Virulence Virulence

1993; Sukno et al., 1999; Tang et al., 2003; Pérez-Vich
et al., 2004), demonstrated that genetic resistance
of sunflower to races A to E of the parasitic weed
0. cumana is monogenic dominant, controlled by resis-
tance genes Orl to Or5 respectively, which points to a
gene-for-gene relationship between sunflower and its
parasite (Honiges et al., 2008). The present research
illustrated that O. cumana race E avirulence and race
F virulence on sunflower genotypes carrying the domi-
nant resistance gene Or5 are allelic and determined by
a single gene named Avrg,s, with race E avirulence
allele being dominant over race F virulence allele, as
described for other avirulence genes (Agrios, 2004;
Sharma, 2004). As it has been reported that genomic
organisation of some avirulence genes might be in clus-
ters (Rep & Kistler, 2010), it is also conceivable that
these race E and race F alleles might represent two
tightly linked genes within a particular chromosomal
region or locus in a molecular analysis.

The gene-for-gene interaction, in which alleles of a
single locus in the pathogen condition virulence or
avirulence on the differential host cultivar carrying
a single resistance gene, has been confirmed in the
0. cumana—sunflower parasitic system for races E/F

Table 2 Number of avirulent (AVR) and virulent (VR) F,.; families from crosses between plants of Orobanche cumana races E and F,
inoculated to plants of sunflower cultivars AD-66 or B-117, both of them susceptible to all O. cumana races, and P-1380, resistant to

race E and susceptible to race F

AD-66/B-117+ P-1380

Cross Location* AVR VR (DA)} AVR VR (DA)} 72 (1:3) P

EK-12 (E) x EK-23 (F) Sevilla 0 62 (17.2) 17 45 (12.5) 0.19 0.66
EK-23 (F) x EK-12 (E) Cordoba 0 97 (9.9) 30 67 (6.2) 1.82 0.18
EK-23 (F) x EK-07 (E) Sevilla 0 51 (15.6) 12 39 (11.3) 0.06 0.81
0OC-94 (E) x SP (F) Cordoba 0 38 (17.0) 11 27 (9.8) 0.32 0.57
SP (F) x OC-94 (E) Cordoba 0 139 (14.8) 36 103 (7.5) 0.06 0.81
Pooled F3 106 281 1.18 0.28
Chi squared of heterogeneity for F3 (d.f. = 4) 1.27 0.87

*Experiments in Sevilla were conducted on small pots, and the evaluation was based on the number of root tubercles at 45 days after
sowing. Experiments in Cordoba were carried out on larger pots, and the evaluation was based on the number of emerged shoots.

tLine AD-66 was used in the experiments conducted in Sevilla; line B117 was used in the experiments made in Cordoba.

TDA= degree of attack, that is, average number of tubercles or emerged shoots per sunflower plant in virulent F,.; families.
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and dominant sunflower gene Or5. Even though this
vertical resistance is the most frequently reported resis-
tance mechanism for the O. cumana—sunflower interac-
tion, more complex resistance has been described as
well, for example, resistance controlled by two recessive
genes (Rodriguez-Ojeda et al., 2001; Akhtouch et al.,
2002), presence of modifying genes affecting vertical
resistance (Velasco et al., 2007) or genetic control by
horizontal mechanisms (Pérez-Vich et al., 2004, 2006).

As the molecular basis of the O. cumana—sunflower
gene-for-gene interaction remains poorly understood,
in this study, the term ‘avirulence gene’ has been used
in a broad sense (Lee et al., 2009). This indicates a
gene that encodes any determinant of the specificity of
the interaction with the host, regardless of its function
or role in parasitism. Assuming that parasitic plant—
host interactions are governed by the same rules as in
other plant pathogen—host interactions, the Avrg,s
gene might be related to pathogen-associated molecu-
lar patterns (PAMPs), pathogen effectors or any other
gene underlying variation in the activity of these mole-
cules (Bent & Mackey, 2007).

Most of the race E and race F lines used in this
study derived from populations collected in the
Guadalquivir Valley in Southern Spain. Molinero-Ruiz
et al. (2008) found that populations collected in the
Guadalquivir Valley before 1990, when race E resistant
hybrids had not been introduced yet, already contained
individuals with ability to parasitise sunflower plants
carrying the Or5 gene. The authors suggested that
introduction of race E resistant hybrids caused a selec-
tion pressure that determined population changes lead-
ing to predominance of the genotypes with ability to
overcome Or5 resistance. We have conducted an evalu-
ation of genetic similarity between race E and race F
populations from the Guadalquivir Valley using micro-
satellite markers and found that they were genetically
uniform (Pineda-Martos et al., 2013). This suggests
that the change in virulence to overcome the Or5 resis-
tance gene was caused by a recessive mutation in the
avirulence gene Avro,s within the local gene pool, and
not by the introduction of seeds with enhanced
virulence from another area. Also, as avrp,s mutation
overcoming Or5 1is it required initially
sunflower plants without the Or5 gene to spread,
which is in line with the results of Molinero-Ruiz et al.
(2008).

Proper race identification is one of the main bottle-
necks in O. cumana research, particularly for popula-
tions overcoming Or5 resistance (Fernandez-Martinez
et al., 2012). For example, differences for virulence
have been reported for populations classified as race F
in several geographical areas (Molinero-Ruiz et al.,
2008; Pacureanu-Joita et al., 2009), which suggests

recessive,

that there are no solid bases to classify them under the
same race. Race classification in O. cumana parasitis-
ing sunflower is conducted on the basis of reaction
against sets of differential lines. A set of sunflower
differential lines was reported by Vranceanu et al.
(1980) for races A to E, but there are no public sets of
differential lines for races overcoming the Or5 gene.
The present study demonstrated that classic genetic
studies based of the evaluation of avirulence/virulence
of F; and F3 generations derived from crosses between
O. cumana lines can provide useful information to
identify genes involved in O. cumana virulence and,
accordingly, to define precisely races of the parasite on
the basis of the presence of avirulence genes.
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CONCLUSIONES

ARTICULO 1

Rodriguez-Ojeda, M. 1., Pérez-Vich, B., Alonso, L.C., Fernandez-Escobar, J. 2010. The
influence of flowering plant isolation on seed production and seed quality in Orobanche cumana.
Weed Research 50: 515-518.

1.- Orobanche cumana Wallr. tolera bien la autofecundacion mediante embolsado de plantas

antes de la floracion.

2.- El tipo de bolsa empleada para el aislamiento tiene efectos significativos sobre el desarrollo
de las plantas y sobre la cantidad, calidad y capacidad infectiva de las semillas producidas. De
los tres tratamientos de embolsado empleados (bolsas de papel de color blanco o marrén y bolsas
de plastico micro-perforado), unicamente el embolsado con plastico micro-perforado no present6
diferencias significativas en comparacion con las plantas control no embolsadas. Esto indica que
la luz y unas buenas condiciones de aireacién son clave para la produccion de semillas de buena

calidad en esta especie.

3.- En experimentos de emasculacién manual, las bolsas de papel blanco o de plastico micro-
perforado resultaron ser un aislamiento eficaz frente al polen externo de jopo, ya que plantas
aisladas y emasculadas no produjeron semilla. Las plantas control emasculadas y no embolsadas
produjeron un 6.5% de ovarios fertilizados, lo que sugirio la existencia de polinizacién cruzada

en esta especie.

4.- Los experimentos de hibridacion controlada de plantas de jopo producen semillas viables, lo
que indica que los drganos reproductores femeninos no resultan alterados al manipularse las
flores durante la emasculacion y fertilizacion manual. Ademas, el tipo de bolsa empleada para el
aislamiento de plantas afecta el porcentaje de ovarios fertilizados, siendo éste significativamente

mayor cuando se emplean bolsas de plastico micro-perforado.
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ARTICULO 2
Rodriguez-Ojeda, M. 1.; Velasco, L.; Alonso, L. C.; Fernandez-Escobar, J.; Pérez-Vich, B. 2011.

Inheritance of the Unpigmented Plant Trait in Orobanche cumana. Weed Research 51: 151-156.

5.- Se ha aislado un mutante natural de O. cumana con ausencia de pigmentacién antocianica,
que presenta color amarillo del tallo y flores blancas. Mediante cruzamiento con una linea de
plantas pigmentadas y estudio de las generaciones Fi, F, y F3, se ha concluido que la ausencia de
pigmentacion es un caracter parcialmente recesivo determinado por un Unico gen, denominado
Py. Las plantas heterocigotas para este gen presentan un fenotipo intermedio facilmente

reconocible visualmente.

6.- El grado de virulencia de familias F3 procedentes de plantas F, homocigotas dominantes o
recesivas para el gen Py no fue significativamente diferente, indicando que la ausencia de

pigmentacion no tiene efecto alguno sobre la capacidad infectiva del jopo.

7.- La herencia simple del caracter ausencia de pigmentacion y la facil identificacion visual de
los tres genotipos para el gen Py posibilita su uso como marcador visual en diversos tipos de

estudios.

8.- Se ha demostrado por primera vez en O. cumana la utilidad del uso de las técnicas de
hibridacion controlada para el desarrollo de poblaciones segregantes en esta especie, necesarias

para futuros estudios genéticos y moleculares.

ARTICULO 3
Rodriguez-Ojeda, M. I.; Fernandez-Martinez, J. M.; Velasco, L.; Pérez-Vich, B. 2013. Extent of

Cross Fertilization in Orobanche cumana Wallr. Biologia Plantarum 57: 559-562.

9.- Se ha estimado la tasa de polinizacion cruzada en O. cumana en experimentos realizados en
condiciones de campo y en macetas en los que plantas individuales de jopo no pigmentado se

desarrollaron rodeadas de jopos pigmentados. El estudio de la progenie de las plantas no
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pigmentadas permitié identificar la presencia de plantas hibridas, que promediaron un 28.8% del
total de la progenie en condiciones de campo y un 21.5% en macetas.

10.- En el transcurso de los experimentos de polinizacion cruzada, se observo la presencia de
insectos polinizadores de la familia Halictidae (Hymenoptera) en el interior de flores de plantas
no pigmentadas, lo que sugiere su posible papel en la polinizacion cruzada de esta especie.

11.- Considerada hasta la fecha como una especie estrictamente autdgama, la presencia de una
cierta tasa de polinizacion cruzada en O. cumana debe ser tenida en cuenta para la obtencién de
lineas puras y aislamiento de genotipos. Asimismo, la existencia de polinizacion cruzada debe
considerarse para entender aspectos como estructura de poblaciones y evolucion racial en esta

especie.

ARTICULO 4
Rodriguez-Ojeda, M. I.; Pineda-Martos, R.; Alonso, L. C.; Ferndndez-Escobar, J.; Fernandez-
Martinez, J. M.; Pérez-Vich, B.; Velasco, L. 2013. A dominat avirulence gene in Orobanche

cumana triggers Orb5 resistance in sunflower. Weed Research 53: 322-327.

12.- La herencia de la avirulencia / virulencia en O. cumana se ha determinado realizando
cruzamientos entre lineas de jopo clasificadas raza E y raza F de jopo, respectivamente,

desarrolladas por autofecundaciones sucesivas de plantas individuales durante tres generaciones.

13.- El estudio de la reaccion de virulencia / avirulencia de las generaciones F; y F3 de O.
cumana procedentes de los cruzamientos entre ambas razas sobre una linea diferencial de girasol
portadora del gen Or5, que confiere resistencia a raza E pero no a F, permitio determinar que la
avirulencia en este cruzamiento es dominante y estd controlada por un Unico gen, denominado

AVrors.

14.- Los resultados confirman a nivel de la planta parésita la relacion gen-a-gen en la interaccion

girasol-O. cumana, en el caso particular del gen Or5 en girasol y el gen Avrgs en O. cumana.
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