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VARIABILITY OF SOME BROOMRAPE POPULATIONS FROM CHINA. Genotyping and determi-
nation of genetic polymorphism (II)
Summary. Genetic diversity within a population is reflected by variations in genetic material among individuals and 

can manifest at the phenotypic level through new characters or traits. The emergence of a large number of O. cumana 
races in a short period of time demonstrates that there are higher genetic variability in populations and a high ability to 
adapt in the face of environmental conditions. The aim of the research presented in this article was to study the intra- 
and interpopulation genetic diversity and genetic relationships between individuals of three populations of O. cumana 
from different geographical regions of the People’s Republic of China based on molecular markers (ISSR and SSR). The 
high intrapopulation genetic variability calculated on the basis of the allelic diversity parameters and specific genetic 
diversity coefficients was revealed by SSR markers while as for the ISSR primers a high degree of genetic variations was 
found at the interpopulation level. UPGMA clustering and principal component analysis performed according to both 
sets of molecular markers allowed to devide all genotypes into 5 major groups for the degree of dissimilarity and level 
of aggression. This study is of interest in understanding the population genetic structure of the parasitic species of  
O. cumana from China and could contribute to the development of pathogen control durable strategies and effective 
sunflower breeding programs to broomrape resistance.

Keywords: genetic polymorphism, Orobanche cumana, population, ISSR and SSR genotyping.

Rezumat. Diversitatea genetică în cadrul unei populații este reflectată de variațiile materialului genetic la nivelul indi-
vizilor și se poate manifesta la nivel fenotipic prin caractere sau însușiri noi. Apariția numeroaselor rase de O. cumana într-o 
perioadă scurtă de timp demonstrează un grad mare de variabilitate genetică în cadrul populațiilor și o capacitate înaltă 
de adaptare la condițiile de mediu. Scopul cercetărilor expuse în această lucrare a fost de a analiza diversitatea genetică 
intra- și interpopulațională și relațiile genetice dintre indivizii a trei populații de O. cumana provenite din diferite zone geo-
grafice ale Republicii Populare Chineze în baza markerilor moleculari (ISSR și SSR). Conform parametrilor diversității alelice 
și coeficienților de diversitate genetică specifici, calculați în baza markerilor SSR, a fost constatată o variabilitate genetică 
intrapopulațională mare, în timp ce pentru primerii ISSR valorile acestor indici au prezentat un grad mare de variații ge-
netice la nivel interpopulațional. Clusterizarea UPGMA și analiza componentelor principale efectuate după ambele seturi 
de markeri moleculari au permis clasificarea genotipurilor în 5 grupuri, care reflectă gradul de disimilaritate și corelează cu 
nivelul de agresivitate al acestora. Studiul prezintă interes în ce privește cunoașterea structurii genetice populaționale a 
speciei parazite de O. cumana din China și poate contribui la elaborarea strategiilor durabile de control al patogenului și a 
programelor de ameliorare a florii-soarelui cu rezistență la lupoaie.

Cuvinte-cheie: polimorfism genetic, Orobanche cumana, populaţie, genotipare ISSR și SSR.
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INTRODUCERE

Variabilitatea genetică a indivizilor este reflectată 
prin polimorfismul molecular, care ilustrează variați-
ile la nivelul secvențelor ADN-ului genomic. Aceste 
variații induc deseori apariția unor polimorfisme, care 
se pot manifesta la nivel fenotipic prin caractere sau 
însușiri noi, ceea ce contribuie la sporirea eterogenită-
ții unei populații. 

Diversitatea genetică este condiționată de un șir 
de mecanisme și procese precum mutațiile, recom-
binările genetice, migrațiile, driftul și fluxul de gene, 
selecția naturală și artificială. Toate aceste fenomene 
stau la baza adaptării la condițiile noi de mediu și a 
evoluției organismelor vegetale [1].

Evoluția rapidă a fitoparazitului de O. cumana  
(în ultimele șapte decenii s-au dezvoltat opt rase 
fiziologice A - H) demonstrează capacitatea înaltă de 
adaptare la efectele ameliorării, bazată pe selectarea 
monogenelor dominante Or [2; 3] și la modificarea 
factorilor ambientali în condițiile schimbărilor clima-
tice [4]. Astfel, în cadrul populațiilor de lupoaie apare 
un număr mare de variații genetice [5; 6]. Pentru a în-
țelege evoluția raselor de O. cumana și mecanismele 
dezvoltării unei agresivități în creștere, este necesară o 
cunoaștere fundamentală a diversității genetice inter- 
și intrapopulaționale.

În ultimele decenii se constată o creștere 
exponențială de utilizare a strategiilor experimentale 
bazate pe metoda PCR, care în comparaţie cu metode-
le clasice de studiu [7; 8] sunt mai rapide [9; 10], mai 
eficiente [11; 12], accesibile la preț [10], nu depind de 
condiţiile de mediu și cuprind aproape toate regiunile 
genomului implicate în cercetare [10; 13]. 

Pe moment există o varietate bogată de markeri 
moleculari (RFLP, RAPD, SSR, AFLP, SCAR, ISSR 
etc.), dar niciunul dintre ei nu este universal. Prin ur-
mare, alegerea unui tip adecvat de markeri se bazează 
pe proprietățile acestuia (polimorfism pronunțat, re-
zoluție înaltă, codominanță, frecvență și uniformita-
tea distribuției pe genom, reproductibilitate ridicată) 
în vederea obiectivelor de investigaţie propuse.

Unii dintre cei mai utilizați markeri moleculari în 
studiile de variabilitate intraspecifică sunt microsateli-
ții, inclusiv markerii SSRs (Simple-sequence repeats) și 
ISSRs (Inter-Simple Sequence Repeats).

Sistemul de amorse SSR reprezintă secvențe scurte 
(1-10 pb), care se repetă în tandem preponderent la 
nivelul ADN-ului non-informațional [14]. Markerii 
SSR sunt ușor detectabili, multi-alelici cu capacitatea 
de a identifica alelele dominante și recesive ale aceleași 
gene (codominanți). Ca urmare a faptului că au o lo-
caţie specifică pe cromozom (monolocus) și o acope-

rire extinsă pe genom, ei posedă o reproductibilitate 
înaltă [14; 15].

Reproductibilitatea ridicată (92-95 %) este spe-
cifică și pentru sistemul de markeri moleculari bazat 
pe polimorfismul regiunilor microsatelitice (ISSRs), 
dezvoltat mai recent. Acești markeri sunt semi-arbit- 
rari, bialelici cu o locație multilocus (la gene sau cro-
mozomi diferiţi) și se caracterizează în majoritatea 
cazurilor ca primeri dominanți [16; 17].

Ambele sisteme de markeri posedă un nivel înalt 
de polimorfism, fapt ce permite utilizarea lor pe larg 
în amprentarea și cartarea genomului, studiul relaţii-
lor filogenetice și structura genetică a populaţiilor de 
O. cumana [12; 13; 18-21]. Numărul semnificativ de 
lucrări, realizate la o gamă largă de specii (busuioc, 
bumbac, lucernă, năut, alge, pin, orz, crin, narcis etc.), 
demonstrează superioritatea acestor tipuri de primeri 
față de alte tehnici moleculare (RAPD, RFLP) în esti-
marea diversității genetice la nivel inter- și intraspeci-
fic [17; 22-29].

În contextul dat, scopul cercetărilor expuse în luc- 
rarea de față a constituit elucidarea diversității molecu-
lare și a relațiilor genetice dintre genotipurile diferitor 
populații de O. cumana originare din China în baza 
acestor două seturi de markeri moleculari (ISSR, SSR). 

MATERIALE ȘI METODE

În calitate de material biologic pentru determina-
rea variabilității și structurii genetice au fost utilizate 
trei populații de lupoaie care reprezintă două regiuni 
geografice ale Republicii Populare Chineze (Inner 
Mongolia și Hebei) și două rase fiziologice – rasa G 
(Ch1 și Ch3) și rasa H (Ch2), analizate și descrise an-
terior [30]. În analizele moleculare au fost incluși lăs-
tari aerieni, colectați în experimentul realizat în con-
diții model în seră menit să identifice rasele fiziologice 
[30] care au fost depozitați și păstrați la -80 °C.

Izolarea și cuantificarea ADN-ului. ADN-ul ge-
nomic s-a extras din probe individuale, prelevate din fi-
ecare populație, utilizând kitul GeneJET Plant Genomic 
DNA Purification Mini Kit #K0791 în conformitate cu 
instrucțiunile oferite de producător (Thermo Scientific). 
Cantitatea ADN-ului total s-a determinat spectrofoto-
metric (modelul T60 UV-VIS) și prin analiza electrofo-
retică în gel de agaroză de 1 %, ultima metodă servind și 
pentru evaluarea calității ADN-ului izolat [31]. 

Condiții de realizare a ISSR-PCR. În vederea 
evaluării polimorfismului genetic au fost utilizați 14 
primeri ISSR cu lungimea de 14-18 nucleotide, având 
regiuni repetitive di- (BC 807, BC 810, BC 835, BC 
841, BC 857, (CA)6RG, (CT)8TC, (CA)6AC, (AG)8YA –  
64,29 %), tri- ((CAA)5, (CTC)4RC, (CAG)5 – 21,43 %) 
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și tetranucleotide ((GACA)4, (GATA)4 – 14,28 %) an-
corate cu zero sau unu-două nucleotide (NN) la ca-
pătul 3’. Mediul de reacţie PCR (15μl) a inclus: 60 ng 
ADN; 200 μM amestec dNTP (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP); 0,4 μM primer; 1 U/µL DreamTaq Green ADN 
polimerază în soluție tampon (1x); apă ultrapură;  
2,5 mM MgCl2 (Thermo Scientific). Reacția de poli-
merizare în lanț (PCR) a fost efectuată utilizând ter-
mociclul automat Genset 9700 (Applied Biosystem) în 
conformitate cu următorul program: denaturare iniți-
ală la 95 °C – 5 min; 35 cicluri cu denaturare la 95 °C –  
30 sec, hibridare la 45 °C – 45 sec și elongare la 72 °C –  
2 min; elongare suplementară la 72 °C – 5 min [31]. 

Condiții de realizare a SSR-PCR. Genotiparea 
s-a efectuat cu 15 markeri microsateliți, care identifică 
regiunile genomice cu repetări di- (Ocum-52, Ocum-
59, Ocum-70, Ocum-74, Ocum-75, Ocum-81, Ocum-
160, Ocum-196, Ocum-197, Ocum-206 – 67 %), tri- 
(Ocum-87, Ocum-141, Ocum-174 – 20 %), tetra- și 
hexanucleotidice (Ocum-108, Ocum-122 – 13 %) [32]. 
Mediul de reacţie PCR (15μl) a inclus: 60 ng de ADN; 
200 μM de fiecare tip de dNTP; 0,4 μM de primer SSR; 
1 U/µL DreamTaq Green ADN Polimerază în soluție 
tampon (1x); 2,5 mM de MgCl2 (Thermo Scientific). 
Programul de amplificare (Veriti-96Well Thermal 
Cycler, Applied Biosystem): 95 °C – 3 min; 35 de cic- 
luri cu 95 °C – 30 sec, 57 °C – 45 sec, 72 °C – 1 min;  
72 °C – 5 min.

Separarea fragmentelor de ADN amplificate s-a 
realizat în gel de agaroză cu concentraţia de 2 % uti-
lizând tamponul TAE (1x) sub o tensiune a câmpului 
electric de 2,5 V/cm (ISSR) și în gel de poliacrilamidă 
de 8 % folosind un sistem tampon TBE (1x) la intensi-
tatea de 230 V (SSR) în cameră de electroforeză verti-
cală (Consort) [31].

În calitate de markeri moleculari pentru estima-
rea mărimii fragmentelor amplificate s-au utilizat Ge-
neRuler Express DNA Ladder ready-to-use SM1553 
(ISSR) și GeneRuler Low Range DNA Ladder SM1191 
(SSR), compania Thermo Scientific.

Vizualizarea ampliconilor a fost efectuată în raze 
ultraviolete la transiluminatorul UV după colorarea 
cu bromură de etidiu (concentrația finală de 0.5μg/
ml). Pentru obținerea imaginilor gelul a fost fotogra-
fiat cu ajutorul sistemului de fotodocumentare DOC-
PRINT-VX2, model SXT-F20.M (versiunea 15.02). 

Prelucrarea statistică. Imaginile rezultate în 
urma reacțiilor PCR (ISSR, SSR) au fost analizate prin 
intermediul programului specializat Photo-Capt (ver-
siunea 15.02) care a permis stabilirea mărimii fiecărui 
fragment amplificat. Datele generate de program au 
fost preluate de componenta Excel a pachetului Mic- 
rosoft Office 2010, fiind transformate într-o matrice 

binară și prelucrate ulterior cu programul XLSTAT 
2014 version 2014.5.03 în vederea determinării dis-
tanţei genetice. La final, pe baza coeficientului Jacard 
și a metodei de clusterizare UPGMA (Unweighted 
Pair Group Method with Arithmetic Mean) s-au con-
struit dendrograme filogenetice cu scopul asocierii 
genetice a indivizilor cercetați. Variabilitatea geneti-
că și relațiile genotipurilor au fost determinate prin 
trimiterea matricei binare la o analiză a componen-
telor principale (ACP) [33] cu ajutorul programului  
XLSTAT versiunea 2014.5.03. Nivelul de polimorfism 
genetic al fragmentelor amplificate a fost calculat după 
Sivolap [34]: P (%) = _ × 100%p

unde p – numărul de ampliconi polimorfi și f – 
numărul total de ampliconi.

Numărul alelelor observate (na), numărul efectiv 
de alele (ne), numărul locilor polimorfi (NLP), pon-
derea procentuală a locilor polimorfi (PLP), indicele 
de diversitate genetică Nei (h), indicele de diversitate 
Shannon (I) s-au determinat utilizând programul de 
analiză statistică POPGENE versiunea 1.32.

REZULTATE ȘI DISCUȚII

Genotiparea ISSR. În urma analizei ISSR-PCR s-a 
constatat că 13 dintre cele 14 amorse (primeri, mar-
keri) testate au generat produși de amplificare și pose-
dă o reproductibilitate și specificitate înaltă și respec-
tiv sunt suficient de rezultativi și informativi. Astfel, 
profilurile electroforetice obținute reflectă atât o dife-
rențiere semnificativă, cât și similitudine care depinde 
de populația analizată și tipul de primer utilizat 
 (figura 1).

Populațiile de lupoaie s-au caracterizat printr-un 
grad înalt de polimorfism genetic inter- 87,40 % și in-
trapopulațional 44,88 %, variind în limitele de 15,75-
74,80 % între indivizii fiecărei populații (tabelul 1). 

Analiza diversității genetice pentru cele trei po-
pulații de lupoaie a pus în evidență că cel mai mic 
număr de alele (na) s-a observat la nivelul populației 
Ch3 (1,16), nivelul mediu –  pentru Ch1 (1,44), și cel 
mai mare – pentru Ch2 (1,75). Interesant este faptul 
că populația Ch2 se caracterizează prin cel mai mare 
număr de loci polimorfi (95), celelalte două populații 
remarcându-se printr-un număr mai mic (Ch1 – 56 și 
Ch3 – 20) al acestor tipuri de loci (tabelul 1). 

Numărul efectiv de alele (ne), care cuantifică vari-
ația genetică luând în considerare frecvența relativă a 
alelelor, a relevat o valoare medie de 1,56 pentru întreg 
eșantionul analizat (3 populații). Acest indice este mai 
mare decât valoarea obținută pentru numărul efectiv 
de alele în fiecare populație: Ch3 (1,16), Ch1 (1,33), 
Ch2 (1,52). 
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Figura 1. Exemple de geluri electroforetice a fragmentelor de ADN  
amplificate la populația Ch2 de O. cumana cu diferiți primeri ISSR.

Notă: M – marker GeneRuler Express DNA Ladder ready-to-use SM1553 (Thermo Scientific), 
1-5 – indivizi de lupoaie din diferite populații.

Astfel, în conformitate cu indicii de diversitate ge-
netică na, ne și numărul locilor polimorfi se constată 
că populația Ch2, care reprezintă rasa H, se caracteri-
zează prin valori mai mari comparativ cu populațiile 
Ch1 și Ch3 care reprezintă rasa G (tabelul 1).

Populația Ch2 se caracterizează și printr-un indi-
ce de diversitate genetică Nei (h) mai înalt (0,29), care 
elucidează o diversitate mai mare comparativ cu po-
pulația Ch1 (0,18) și populația Ch3 (0,08). Diferențe 
similare pentru aceste 3 populații au fost obținute și în 
privinţa indicelui de diversitate Shannon (Ch2-0,43, 
Ch1-0,27, Ch3-0,11), care este unul dintre cei mai uti-
lizaţi indici în caracterizarea diversităţii unui sistem 
dintr-o comunitate și ia în considerare atât abundenţa, 
cât și echitatea distribuţiei acestuia. În cazul tuturor 
celor trei populații de lupoaie valorile indicilor h și I 
s-au arătat a fi cu mult mai mari (0,34 și 0,51, respec-
tiv) decât valorile acestora obținute pentru fiecare po-
pulație aparte (tabelul 1), date care confirmă nivelul 
înalt de diversitate între populațiile analizate.

Analiza integrală a indicilor de variabilitate na, 
ne, h, I, NLP și PLP, obținuți în baza datelor PCR-IS-
SR pune în evidenţă existenţa polimorfismului ridicat 
pentru întreg eșantionul analizat (3 populații) și o vari-
abilitate mai scăzută în cadrul fiecărei populații (tabe-
lul 1). Comparând datele experimentale pentru fiecare 

populație aparte (tabelul 1) s-a observat o variabilita-
te ridicată la indivizii populațiilor Ch2 care reprezintă 
rasa H, în raport cu Ch1 și Ch3 care reprezintă rasa G.  
Totuși, valorile constatate pentru populația Ch1, su-
perioare celor identificate la Ch3, sunt mai aproape 
de cele stabilite la Ch2, ambele populații fiind origi-
nare din provincia Inner Mongolia (orașele Bayanuur 
și Hohhot, respectiv). În această provincie se constată 
cele mai mari suprafețe (0,4 mil. ha sau 40,2 %), cul-
tivate cu hibrizi locali și de import de floarea-soarelui 
[35], în timp ce în regiunea HeBei, de unde s-a colectat 
populația Ch3, ce se caracterizează printr-un grad de 
polimorfism genetic mai scăzut, se cultivă numai hib- 
rizi locali [18]. Această diversitate a germoplasmei 
plantelor-gazdă, posibil să determine și polimorfis-
mul genetic al parazitului. Rezultate similare pentru 
populația din Inner Mongolia (I=0,5067, h=0,3340) 
și pentru populația din HeBei (I=0,0504, h=0,0345) 
au fost reflectate și în studiile efectuate de către Shi  
et al. [18].

Genotiparea SSR. Amprentele moleculare ale 
plantelor de O. cumana cu 15 markeri specifici SSR, 
vizualizate în gel de poliacrilamidă (SSR-Page), au 
pus în evidență pentru fiecare populație unul sau mai 
multe profile moleculare, diferite după numărul și 
frecvența alelelor pentru același marker SSR (figura 2).

Tabelul 1
 Indicii diversității genetice pentru cele 3 populații de lupoaie, calculați în baza markerilor ISSR

Populația na±SD ne±SD h±SD I±SD NLP PLP, %
Ch1, Ch2, Ch3 2,00±0,00 1,56±0,30 0,34±0,13 0,51±0,16 111 87,40

Ch1 1,44±0,50 1,33±0,40 0,18±0,21 0,27±0,31 56 44,09
Ch2 1,75±0,44 1,52±0,38 0,29±0,20 0,43±0,27 95 74,80
Ch3 1,16±0,37 1,16±0,37 0,08±0,18 0,11±0,25 20 15,75

Media 1,45±0,43 1,34±0,38 0,19±0,20 0,27±0,28 57 44,88
Notă: na – numărul de alele observate; SD – devierea standartă; ne – nr. efectiv de alele; h – indicele de diversitate genetică 

Nei; I – indicele de diversitate Shannon; NLP- nr. locilor polimorfi; PLP – ponderea procentuală a locilor polimorfi.
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În urma analizei amprentelor moleculare, popu-
lațiile de lupoaie provenite din China au demonstrat 
un grad mare de polimorfism alelic al secvențelor SSR, 
prezentând în total de la 1 până la 11 profile diferite 
pentru un primer și câte 1-6 profile per populație la un 
singur primer, dintre care unele sunt similare.

Analiza moleculară cu 15 markeri a diferențiat 
populațiile din China după numărul (n) și distribuția 
frecvenței alelelor. Numărul total de variante alelice 
(198), generat de sistemul monolocus SSR pentru 
fiecare populație separat (Ch1 – 65, Ch2 – 64 și Ch3 –  
69) a evidențiat o diversitate interpopulațională scăzu-
tă cu variații între 1 și 5 alele (tabelul 2).

Analiza diversității genetice intra- și interpopula-
ționale a holoparazitului O. cumana, în conformitate 
cu indicii de diversitatea alelică (n, na, ne, ns) și co-
eficienții de diversitate genetică specifici (h, I), care 
pun în evidență nivelul de organizare a unei popu-
lații și cuantifică distribuția indivizilor sau alelelor 
într-o populație, a demonstrat o variabilitate geneti-
că intrapopulațională mare în cadrul populațiilor de  
O. cumana.

Astfel, analiza numărului total de alele (n), a numă-
rului mediu de alele (na) și a numărului efectiv de alele 
(ne) identificat cu markerii SSR pentru fiecare populație, 
a relevat cele mai multe variante alelice și valori pentru 

populațiile Ch1 (65, 4,33 și 4,11, respectiv) și Ch3 (69, 
4,60 și 4,35, respectiv), care sunt atribuite la rasa G, com-
parativ cu populația Ch2 (rasa H) la care se remarcă cele 
mai mici valori pentru acești trei parametri (64, 4,27 și 
3,99, respectiv). Totuși, diferențele constatate între po-
pulații sunt statistic (p > 0,05) nesemnificative, relevând 
astfel un nivel scăzut de diversitate molecular-genetică 
între populații (tabelul 2). Pentru fiecare populație 8 din-
tre cei 15 primeri au pus în evidență alele specifice (ns) 
cu o frecvență cuprinsă între 0,02-0,40, inclusiv: Ch1 –  
1 (OC52); Ch2 – 5 (OC108, OC160, OC196 și OC197); 
Ch3 – 6 (OC70, OC75 și OC81). Astfel, particularități 
specifice pentru populația Ch2, care reprezintă rasa H, 
au fost evidențiate în cazul a patru primeri comparativ 
cu Ch1 și Ch3, care reprezintă rasa G, unde specificita-
tea a fost identificată la nivelul unui și respectiv a trei 
perechi de primeri.

Conform coeficienților de diversitate genetică 
specifici Nei (h) și Shannon (I) a fost relevată intensi-
tatea polimorfismelor la nivel intrapopulațional. Valo-
rile indicelui h variază nesemnificativ de la 0,69 (Ch1, 
Ch2) până la 0,70 (Ch3), iar a indicelui I depășesc va-
loarea 1 la toate trei populații (Ch1 – 1,33, Ch2 – 1,32, 
Ch3 – 1,39), indicând o variabilitate înaltă a secvențe-
lor microsatelite în interiorul populațiilor de lupoaie 
investigate (tabelul 2).

Figura 2. Profile electroforetice ale genotipării cu primeri SSR la O. cumana.
Notă: M – marker molecular, 1-5 – indivizi de O. cumana (populația Ch1).

Tabelul 2
Estimarea diversității genetice în baza markerilor SSR la 3 populații de lupoaie

Populația n na±SD ne±SD ns h±SD I±SD
Ch1, Ch2, 

Ch3 198 5,20±2,70 3,85±1,95 12 0,67±0,21 1,31±0,20

Ch1 65 4,33±1,99 4,11±1,68 1 0,69±0,21 1,33±0,51
Ch2 64 4,27±1,79 3,99±1,54 5 0,69±0,21 1,32±0,49
Ch3 69 4,60±2,26 4,35±1,99 6 0,70±0,22 1,39±0,56

Media±SD 66,00±2,65 4,40±0,18 4,15±0,23 4,00±2,65 0,69±0,01 1,35±0,04
Notă: n – numărul de alele observate; na – nr. mediu de alele; ne – nr. efectiv de alele; ns – nr. de alele specifice;  

h – indicele Nei de diversitate genetică; I – indicele Shannon de diversitate; SD – devierea standart;  
testul t Student aplicat între populații (p < 0,05; t95 %).
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În consecință, în baza datelor moleculare SSR și 
a indicilor calculați pentru fiecare populație indivi-
dual s-a constatat că în conformitate cu majoritatea 
indicilor, cu excepția numărului specific de alele (ns), 
valori ridicate s-au remarcat la populațiile cu aceeași 
apartenență rasială, rasa G (Ch1 și Ch3), iar cu cele 
mai scăzute valori – la populația caracterizată ca rasa 
H (Ch2). 

Populația Ch3, originară din regiunea Hebei, s-a 
evidențiat cu valori mai mari ale indicilor de diver-
sitate comparativ cu Ch1 și Ch2 (Inner Mongolia), 
indicând un nivel sporit de variabilitate genetică în  
cadrul și între genotipurile acestei populații.

Este important de menționat că genotiparea cu 
primeri specifici SSR a evidențiat un nivel mai înalt 
al variabilității intrapopulaționale (ne=4,15, h=0,69 și 
I=1,35) comparativ cu cel interpopulațonal (ne=3,85, 
h=0,67 și I=1,31), rezultate care sunt în concordanță și 
cu alte cercetări [13; 36]. Acest nivel înalt de polimor-
fism în cadrul populațiilor se poate explica prin natura 
codominantă și multialelică a secvențelor microsate-
lite. Întrucât polimorfismul SSR se reflectă prin vari-
ația numărului de repetiții în tandem al secvențelor, 
identificarea unui număr mai mare de alele la un locus 
SSR [32] și evidențierea formelor homo- și heterozi-
gote, există un număr mare de lucrări științifice care 
demonstrează importanța markerilor SSR în studii de 
diversitate genetică la O. cumana [20; 21]. 

Aspecte comparative în structura genetică a po-
pulațiilor de lupoaie în baza ambilor tipuri de mar-
keri moleculari. Analiza comparativă a celor două sis-
teme de markeri utilizați demonstrează că genotiparea 
cu primeri specifici SSR a evidențiat un nivel mai înalt 
al polimorfismului genetic și al variabilității intrapo-
pulaționale (ne – 4,15, h – 0,69 și I – 1,35), comparativ 
cu cel interpopulațonal (h=0,67 și I=1,31), în timp ce 
amorsele ISSR – invers (ne=1,34, h=0,19 și I=0,27). 
Datele obținute sunt în corespundere cu rezultatele 
relevate într-un studiu similar efectuat cu utilizarea a 
38 de populații de O. cumana din diverse zone ale Re-
publicii Moldova [36] și pot fi explicate prin natura ge-
netică și mecanismul specific al sistemelor de markeri. 
Markerii SSR sunt multi-alelici și specifici pentru anu-
mite secvențe pe cromozom (monolocus), în timp ce 
primerii semi-arbitrari ISSR, prin identificarea regiu-
nilor dintre aceste secvențe, au o acoperire mai mare a 
genomului (multilocus), fapt ce justifică valorile com-
parativ mai înalte ale indicilor de diversitate genetică 
interpopulațională la nivelul fragmentelor ISSR.

Ulterior, pentru a releva gradul de asociere a struc-
turii genetice cu rasele sau originea geografică, s-a de-
terminat coeficientul de disimilaritate Jaccard (CDJ) 
calculat la trei populații de lupoaie în baza datelor am-
plificării cu primeri ISSR, SSR și ISSR/SSR. Rezultatele 
au pus în evidență diferite valori, care depind de popu-
lația inclusă în studiu și de tipul markerilor (tabelul 3).  

Figura 3. Dendrograma alcătuită pe baza distribuţiei genetice dintre genotipurile de O. cumana  
în baza markerilor moleculari generată prin analiza UPGMA.

Notă: Ch1, Ch2 – populaţii din regiunea Inner Mongolia și Ch3 – populaţie din provincia HeBei.

Tabelul 3
 Coeficientul de disimilaritate după Jaccard la trei populații de O. cumana  

în baza markerilor SSR, ISSR și SSR/ISSR
Ch1, rasa G Ch2, rasa H Ch3, rasa G

ISSR SSR ISSR/SSR ISSR SSR ISSR/SSR ISSR SSR ISSR/SSR
Ch1, rasa G **** **** **** 0,737 0,282 0,522 0,429 0,354 0,394
Ch2, rasa H 0,737 0,282 0,522 **** **** **** 0,742 0,371 0,560
Ch3, rasa G 0,429 0,354 0,394 0,742 0,371 0,560 **** **** ****
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Deși sistemul de markeri SSR a prezentat valori mai 
mici comparativ cu ISSR și cu datele SSR/ISSR anali-
zate împreună, totuși în toate cazurile analizate s-a re-
levat că cea mai mare distanță genetică se constată între 
populaţia Ch2, care reprezintă rasa H și este colectată 
din Inner Mongolia și Ch3, care reprezintă rasa G origi-
nară din HeBei. Diferențe semnificative au fost consta-
tate și între populațiile Ch2 (rasa H) și Ch1 (rasa G), iar 
cea mai mică a fost observată între Ch1 și Ch3, ambele 
aparținând rasei G (0,429 și 0,394, respectiv) (tabelul 3). 

În cazul datelor obținute cu markerii SSR s-au ară-
tat a fi genetic cel mai apropiate populațiile din Inner 
Mongolia Ch2 și Ch1 (0,282) (tabelul 3; figura 3). 

Rezultatele obținute relevă un grad înalt de asocie-
re a nivelului de disimilaritate genetică cu apartenența 
rasială, care confirmă date deja publicate [12], precum 
și un anumit grad de înrudire a populațiilor în funcție 
de locația geografică, constatată în studiul diferențierii 
interpopulaționale a lupoaiei provenite din Rusia, Ka-
zahstan și România [13]. 

Legitatea stabilită se reflectă și în cele două dendro-
grame realizate în baza ampliconilor ISSR și ISSR/SSR 
cu ajutorul algoritmului UPGMA, care au reliefat în 
mod clar aceleași grupuri de lincaj în funcție de gradul 
de disimilaritate și statut rasial (Ch1 și Ch3 rasa G – un 
cluster; Ch2 rasa H – câteva clustere separate) (figura 3). 

Rezultate similare despre existența unei corelații 
pozitive între distanțele genetice și statutul rasial în 
baza profilelor moleculare ISSR/SSR au fost confirmate 
totodată și prin aplicarea analizei componentelor 
principale (ACP) (figura 4). 

CONCLUZII 

Diversitatea genetică este gradul de variabilitate al 
materialului genetic în interiorul unei grupe taxonomi-
ce și joacă un rol central în abilitatea populațiilor/spe-
ciilor de a se adapta și persista, ca răspuns la un mediu 
care este în continuă schimbare. Estimarea statutului și 
a tendințelor diversității genetice, precum și a factorilor 
care influențează această diversitate, pentru speciile pa-
razite prin utilizarea tehnicilor moleculare reprezintă o 
prioritate în asigurarea managementului durabil al eco-
sistemelor agricole.

În baza rezultatelor obţinute privind studiul po-
limorfismului genetic al unor populații de O. cumana 
Wallr. originare din China s-a constatat un nivel înalt 
de diversitate și diferențiere genetică intra- și interpo-
pulațională, demonstrând astfel un genofond favorabil 
pentru apariția de noi rase fiziologice. 

Analiza variabilității moleculare, efectuate cu mar-
keri ISSR în baza unor indice de diversitate genetică (na, 
ne, h, I, NLP, PLP), a demonstrat un polimorfism spo-
rit între populațiile cercetate (2,00, 1,56, 0,34, 0,51, 111, 
87, 40, respectiv) și un nivel mai mic în cadrul fiecărei 
populații (1,45, 1,34, 0,19, 0,27, 57, 44, 88, respectiv), 
iar genotiparea cu primeri specifici SSR a evidențiat un 
nivel înalt al variabilității intrapopulaționale (h=0,69 și 
I=1,35), comparativ cu variabilitatea interpopulațională 
(h=0,67 și I=1,31).

Populația Ch2 din Inner Mongolia, care reprezin-
tă rasa H, se caracterizează printr-un număr sporit și o 
pondere procentuală mai mare a locilor polimorfi după 
markerii ISSR, precum și o diversitate mai mare a profi-
lurilor moleculare SSR, comparativ cu celelalte 2 popu-
lații (Ch1 și Ch3), care reprezintă rasa G. 

Coeficientul de disimilaritate după markerii ISSR și 
în combinație ISSR/SSR indică faptul că dendrograme-
le generate au reliefat în mod clar aceleași grupuri de 
lincaj în funcție de gradul de disimilaritate și de statut 
rasial (Ch1 și Ch3 rasa G – un cluster; Ch2 rasa H – câ-
teva clustere separate), această legitate nefiind constata-
tă la analiza efectuată în baza ampliconilor SSR. 

Modelul ACP, construit în baza profilelor mole-
culare ISSR/SSR, a format aceleași grupe distincte în 
funcție de gradul de disimilaritate și statut rasial, care 
confirmă rezultatele obținute prin analiza clusteriană.

NOTĂ. Rezultatele expuse în articol au fost obținute în 
cadrul proiectului din Programul de Stat 20.80009.5107.01 – 
„Studii genetico-moleculare și biotehnologice ale florii-soa-
relui în contextul asigurării managementului durabil al eco-
sistemelor agricole”.

Aducem sincere mulțumiri d-nei doctor, profesor uni-
versitar Jun ZHAO, Inner Mongolia Agriculture University 
(China), pentru materialul biologic semincer oferit cu ama-
bilitate în scopul realizării acestui studiu. 

Figura 4. Repartizarea grafică a genotipurilor  
de O. cumana în baza markerilor moleculari (ISSR/SSR) 

prin analiza componentelor principale (ACP).

Populația Ch2 din orașul Bayanuur, Inner Mon-
golia, identificată ca rasa H de O. cumana [30], for-
mează două grupe cu caracteristici de asemănare între 
genotipuri. Populațiile Ch1 și Ch3, rasa G, conform 
metodei ACP au format al treilea grup prezentând si-
milaritate după profilele moleculare analizate ISSR și 
SSR. Astfel, modelul ACP, care caracterizează 45 % 
din variabilitatea totală a datelor moleculare, prezintă 
o repartizare bidimensională a genotipurilor de O. cu-
mana similară cu analiza clusteriană.
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