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Lucrarea a vizat evaluarea diversitatii genetice in cadrul a 33 de populatii de lupoaie (Orobanche cumana Wallr.) cu
origine geografica diferita, prin genotiparea cu 14 marcheri microsateliti SSR. Majoritatea marcherilor (Ocum-052,
Ocum-059, Ocum-070, Ocum-081, Ocum-087, Ocum-160, Ocum-196 si Ocum-197) au pus in evidentd o diversitate
accentuati atat la nivel inter-, intrapopulational, cat si regional. in cadrul populatiilor de lupoaie investigate a fost rele-
vatd prezenta a 153 de profile molecular-genetice si a 98 de alele. Lungimea secventelor nucleotidice SSR amplificate a
variat de la 76 la 343 pb. Populatiile de lupoaie din Taraclia, Svetlii, Izbiste, Cazanesti, Prepelita, Congaz (Republica
Moldova), Radnevo, Rosenova (Bulgaria), Hohott (China), Kesan, Merkez, Tracia (Turcia) si OR-SR43 (Serbia) s-au
remarcat printr-un nivel ridicat de variabilitate genetica intrapopulationala. Populatiile provenite din Bulgaria si Serbia,
dupa numarul de profile moleculare (1-3) si media numérului total de alele (3,67 — Bulgaria; 3,63 — Serbia) s-au dovedit
a fi relativ mai omogene comparativ cu cele colectate din Republica Moldova (1-10 profile; media — 3,82), Turcia (1-6
profile; media — 4,02) si China (1-9 profile; media — 4,72).

Cuvinte-cheie: Orobanche cumana Wallr., populatie, marcheri SSR, aleld, diversitate geneticd, profil genetic.

GENOTYPING OF OROBANCHE CUMANA WALLR. POPULATIONS

WITH SSR MICROSATELLITE MARKERS

The aim of this study was to evaluate the genetic diversity of 33 Orobanche cumana Wallr. populations with different
geographical origin using 14 SSR microsatellite markers. The most of the markers (Ocum-052, Ocum-059, Ocum-070,
Ocum-081, Ocum-087, Ocum-160, Ocum-196 and Ocum-197) a hight genetic diversity at the inter- and intra-population
level, as well as regionally, have been highlighted. Within the broomrape populations investigated, the presence of 153
molecular-genetic profiles and 98 alleles was revealed. The length of the amplified SSR nucleotide sequences ranged
from 76 to 343 bp. A high intrapopulation genetic variability for the populations from Taraclia, Svetlii, I1zbiste, Cazanesti,
Prepelita, Congaz (Republic of Moldova), Radnevo, Rosenova (Bulgaria), Hohott (China), Kesan, Merkez, Thrace
(Turkey) and OR-SR43 (Serbia) was found. The populations of O. cumana from Bulgaria and Serbia proved to be
relatively more homogeneous, according to the number of molecular profiles (1-3) and the average number of total alleles
(3.67 — Bulgaria; 3.63 — Serbia), compared to those collected from the Republic of Moldova (1-10; 3.82, respectively),
Turkey (1-6; 4.02, respectively) and China (1-9; 4.72, respectively).

Keywords: Orobanche cumana Wallr., population, SSR markers, allele, genetic diversity, genetic fingerprint.

Introducere

Specia fitoparazita Orobanche cumana Wallr. este o angiosperma raspandita in culturile de floarea-soarelui,
care in ultimii 25-30 de ani reprezinta cauza majora in reducerea semnificativa a recoltei in Rusia, Ucraina,
Republica Moldova, Romania, Bulgaria, Spania, Turcia etc. [1-3].

Pentru prima data lupoaia a fost atestata in regiunea Saratov din Rusia [4]. Ulterior, aceasta planta-parazit
a fost observatd in multe tari din bazinul Marii Negre, inclusiv in Bulgaria [5], Roméania [6], Turcia [7],
Republica Moldova [8], Ucraina [9], Serbia [10]. In ultima perioada, exista studii care descriu aparitia si
distributia lupoaiei pe teritoriul Chinei [11], Frantei [12], Spaniei [13], Tunisiei [14], Marocului [15] etc.

Expansiunea rapida si extinderea arealului de atac al lupoaiei, precum si aparitia mai multor rase fiziologice
cu virulentd sporitd in procesul de evolutie reprezinta un impediment in elaborarea strategiilor durabile de
ameliorare a florii-soarelui la rezistenta fata de O. cumana.

Cunoasterea nivelului de variabilitate genetica si a mecanismelor de virulenta reprezinta aspecte impor-
tante care pot aduce un aport in dezvoltarea unor metodologii de control si Tmbunatatire a rezistentei plantei-
gazda fatd de parazit, iar evaluarea variabilitatii si a relatiilor dintre indivizii diferitor populatii poate contribui
la caracterizarea structurii genetice a populatiilor, elucidarea particularititilor evolutive si functionale ale
patosistemului etc. Toate aceste cunostinte ar permite eficientizarea procesului complex de creare a hibrizilor
rezistenti.
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O metoda eficienta in genetica moleculara, care este aplicata pe scard larga in studiile de variabilitate
genetica, reprezintd tehnica PCR cu marcheri specifici (Simple Sequence Repeats — SSR). Secventele SSR
sunt mai informative comparativ cu alti marcheri, fiind de natura co-dominanta, reproductibile experimental,
multialelice (prezenta mai multor alele la un anumit locus SSR) si pot fi utilizate in cazul speciilor inrudite
sau permit diferentierea speciilor/formelor salbatice [16].

Studiile moleculare cu privire la diversitatea genetica populationala la lupoaie au fost rare, intensificandu-
se incepand cu anii '90 cu utilizarea diferitor marcheri moleculari arbitrari, dominanti RAPD [17,18], AFLP
[19], ISSR [20]. In ultima perioada, in cadrul unor asemenea studii, datorita caracteristicilor semnificative si
avantajelor specifice, tot mai frecvent se aplica marcherii microsateliti SSR [2,13,21,22].

Pentru a determina diversitatea genetico-moleculara in cadrul speciei Orobanche cumana Wallr., in studiul
de fata ne-am propus sa analizim, in baza marcherilor microsateliti SSR, 33 de populatii de lupoaie care au o
origine geografica diferita.

Material si metode

In calitate de material biologic au fost utilizate semintele a 33 de populatii de Orobanche cumana Wallr.
colectate in perioada anilor 2018-2019 de pe diferite cAmpuri de floarea-soarelui din Republica Moldova
(Izbiste, Svetlii, Taraclia, Soroca, Cahul, Balti camp I si II, Prepelita, Grigorievca, Popeasca, Chisinau,
Cazanesti, Congaz), Bulgaria (Debovo, Silanovici, Radnevo, Rosenova), Turcia (regiunea Tracia; provincia
Adana; provincia Edirne, districtele Kesan si Merkez; provincia Kirklareli, districtul Liileburgaz), Romania
(Braila), Serbia (notate conventional: OR-SR04, OR-SR07, OR-SR11, OR-SR14, OR-SR25, OR-SR26, OR-
SR43) si China (Hohhot, Bayanuur, HeBei). Acestea au fost utilizate in experimentele fiziologice efectuate
in conditii model de serd, de unde si s-au prelevat lastari aerieni, pana la inflorire, pentru analizele moleculare.
Probele colectate (de la 8 pana la 11 indivizi din fiecare populatie) au fost pastrate la -80°C pana la extragerea
ulterioara a ADN-ului.

Extragerea ADN-ului genomic s-a realizat cu kitul GeneJET Plant Genomic DNA Purification (#K0791)
in conformitate cu instructiunile producatorului (Thermo Scientific). Cuantificarea cantitativa a ADN-ului s-a
determinat spectrofotometric (T60 UV-VIS), iar cea calitativa — prin electroforeza in gel de agaroza de 1% [23].

Genotiparea SSR. Genotiparea s-a realizat cu 14 primeri SSR elaborati de R.Pineda-Martos et al. [21]
(Tab.1). Mediul reactiei de amplificare (15 pl) a inclus: 60 ng ADN, 1 U/ul DreamTaq Green ADN Polimeraza
in solutie tampon (1x) (Thermo Scientific), 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl, (Thermo Scientific) si 0,4 uM
primeri SSR. Programul de amplificare la PCR Veriti (Applied Biosystem) a fost: 95°C — 3 minute; 35 de
cicluri: 95°C — 30 de secunde, 57°C — 45 de secunde, 72°C — 1 minut; 72°C — 5 minute. Separarea ampliconilor
s-a realizat in gel de poliacrilamida de 8%, in tampon TBE (1x), la intensitatea de 230 V (camera de electro-
foreza verticala, Consort, Belgia) si cu markerul GeneRuler Low Range DNA Ladder (SM1191, Thermo
Scientific). Gelurile, dupa imersia in bromura de etidiu (0,05 pg/ml), au fost vizualizate la transiluminatorul
UVITEC Cambridge (Franta) conectat la sistemul de fotodocumentare DOC-PRINT-VX2 (model SXT-F20.M,
Franta) si ulterior analizate prin Photo-Capt (versiunea 15.02) si Microsoft Excel 2019.

Tabelul 1
Lista marcherilor microsateliti SSR utilizati in genotiparea O. cumana

Nr. Succesiunea nucleotidica Nr. bazelor
crt. Marcher Sens: 5" —> 3' Antisens: 3’ — 5’ azotate
1. | Ocum-052 | catgtctaagcttttggctcg caagacttggaacaagcaaatc 21/22

2. | Ocum-059 | tcttgatttgtatatgtctgatgcaat catgctacaatagaaatacacaacgaa 27127

3. | Ocum-070 | aagctgtaaacaatgcctgaa cctectccagtaccactagge 21/21

4. | Ocum-074 | cctaaaattgaaaccttaaggaaa actttccgtgagacggagtc 24/20

5. | Ocum-075 | tgtggatagagtataagctaccagttc ttcccgtagcettggagaatg 27120

6. | Ocum-081 | ttacaaggtgaaaccaccca cagctactgtccgcaagaaa 20/20

7. | Ocum-087 | ttctcgacagctttgggtaaa atgccaacttcgagtgatcc 21/20

8. | Ocum-122 | ggaatacatcattaaagtagttgtccg gaaggagtcattaaactccgtga 27123

9. | Ocum-141 | cagcaactgtttcttccatagag tccaagaagaggaaaagaagtga 23/23
10. | Ocum-160 | tgagggtttgtaaagtgggc cgtaccttatccctcegtca 20/20
11. | Ocum-174 | caaccaacaaacaagtagtgacg tcttgcggcaaaaccatt 23/18
12. | Ocum-196 | gtatgtgcgcccgtcttg ggggatgactgtgtttcgat 18/20
13. | Ocum-197 | agagacggcatcatcaatca gtgatcgtgcaggcaccta 20/19
14. | Ocum-206 | ccgattgctgtttatgttgtatt tgtaggagatgcccagttca 23/20
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Rezultate si discutii

Genotiparea celor 33 de populatii de O. cumana cu 14 marcheri microsateliti a diferentiat populatiile dupa
lungimea fragmentelor (i), diversitatea profilelor moleculare (ii) si numarul fragmentelor amplificate (iii),
confirmand in mare parte studiile realizate anterior [21,22]. Exceptie a prezentat marcherul Ocum-122, care
in cadrul actualului studiu s-a caracterizat prin prezenta unui singur profil monoalelic de 244 pb la toate
populatiile investigate, desi la diferite populatii de lupoaie din Spania [21] si din Republica Moldova [22]
acest primer a scos in evidenta profile polimorfe. Din aceste considerente am catalogat acest primer ca fiind
unul monomorf si I-am exclus din analizele ulterioare.

(i). Analiza spectrelor electroforetice obtinute, prin prisma valorilor minime/maxime ale maselor moleculare
pentru cele 4214 de profile genetice analizate, demonstreaza o diversitate genetica sporita, lungimea frag-
mentelor variind in functie de marcherul utilizat, genotip, populatie si regiune (Tab.2).

Tabelul 2
Intervalul de amplificare si dimensiunea fragmentelor SSR
obtinute la genotiparea populatiilor de O. cumana
Interval lungimea alelelor, perechi de baze (pb) Interval/

Marcher | Republica Bulgaria | Romania | Turcia China Serbia | marcher

Moldova
Ocum-052 111-192 130-168 130-168 111-192 111-192 130-178 111-192
Ocum-059 90-124 90-101 90-124 90-136 90-95 85-136 85-136

Ocum-070 100-126 106-126 106-126 106-126 | 106-145 | 100-126 | 100-145
Ocum-074 101-146 101-146 101-146 101-146 | 119-146 | 101-114 | 101-146
Ocum-075 106-147 106-147 106-135 98-135 98-147 98-135 98-147

Ocum-081 76-110 81-121 90-95 76-131 76-131 90-110 76-131

Ocum-087 109-144 109-200 109-184 109-200 | 109-144 | 109-151 | 109-200
Ocum-141 192-226 192-226 192-226 192-226 | 192-226 | 192-226 | 192-226
Ocum-160 134-177 134-177 134-177 134-177 | 128-177 | 134-145 | 128-177
Ocum-174 190-211 190-211 190-211 190-211 | 190-211 | 190-211 | 190-211
Ocum-196 187-343 187-343 196-343 187-343 | 187-343 | 196-343 | 187-343

Ocum-197 96-154 96-147 96-137 96-154 108-190 96-173 96-190
Ocum-206 124-131 124-131 124-131 124-131 | 118-164 | 118-131 | 118-164
Interval/tara 76-343 81-343 76-343 76-343 76-343 85-343 76-343

Sistemul de marcheri microsateliti a evidentiat un interval larg de amplificare (76-343 pb), care variaza
moderat la nivelul diferitor tiri de origine a lupoaiei si considerabil — in dependentd de marcherul utilizat.
Astfel, cel mai mic interval de valori ale lungimii secventelor nucleotidice a fost constatat la Ocum-174
(190-211 pb), iar cel mai mare la Ocum-196 (187-343 pb). Un nivel inalt de uniformitate in cazul tuturor ta-
rilor in care s-au facut investigatii au prezentat marcherii Ocum-141 (192-226 pb) si Ocum-174 (190-211pb).
Primerii Ocum-059, Ocum-081 si Ocum-197 sunt cei care au diferentiat cel mai bine populatiile dupa intervalul
de lungime al ampliconilor, identificand diverse valori minime si maxime pentru majoritatea regiunilor studiate.

Cele mai multe profile comune intre diferite tari s-au inregistrat la populatiile de lupoaie din bazinul Marii
Negre, inclusiv pentru Republica Moldova si Turcia (12 din 13 marcheri), pentru Bulgaria (10 din 13 marcheri)
si pentru Romania (9 din 13 marcheri). Populatiile de lupoaie din China au prezentat ampliconi de aceeasi
dimensiune cu a celor din alte tari doar in cazul a 6 din 13 primeri analizati. Totodata, au fost stabilite particu-
laritati specifice dintre populatii din China si Republica Moldova (Ocum-087), China si Turcia (Ocum-081).
Populatiile din Serbia au manifestat in mare parte particularitati specifice de amplificare cu marcherii SSR,
fiind relevate intervale comune de lungime a fragmentelor doar in cazul Ocum-070 (cu populatiile din Republica
Moldova), Ocum-075 (cu cele din Turcia) si Ocum-196 (cu cele din Romania).

Generalizand rezultatele analizei ampliconilor dupa acest indice am constatat cd 54 din 66 de variante de
studiu au elucidat secvente moleculare cu interval de amplificare comune (34 de variante — diapazoane comune
pentru populatiile din 3-4 tari, 20 de cazuri comune pentru populatiile din 2 tari) si 12 variante — specifice.

Aceste constatari in mare parte se confirma si la nivel interpopulational.Marcherul Ocum-141 a determinat
amplificarea fragmentelor cu aceleasi limite de masa moleculara la toate cele 33 de populatii. Marcherul
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Ocum-174, cu acelasi interval al dimensiunii fragmentelor obtinute pentru majoritatea populatiilor (190-211 pb), a
relevat 4 cazuri diferite generand un amplicon de 190 pb pentru populatiile: Kesan din Turcia, OR-SR43 din
Serbia, Grigorievca si Popeasca din Republica Moldova. Analiza acestor date a relevat un nivel inalt de omo-
genitate a intervalului de amplificare si la primerul Ocum-206 (124-131 pb), cu exceptia populatiilor din
China (118-164 pb) si a populatiilor OR-SR25 (118-124 pb), OR-SR25 (118-131 pb) din Serbia. Astfel, doar
primerul Ocum-141 a manifestat 100% uniformitate la nivel de interval minim/maxim al dimensiunii frag-
mentelor amplificate.

Analizand individual populatiile incluse in studiu, s-au identificat rezultate similare pentru populatiile din
China (Ocum-059, Ocum-074, Ocum-087), Turcia (Ocum-070, Ocum-075, Ocum-196) si Bulgaria (Ocum-
052, Ocum-070, Ocum-075). Populatiile din Serbia au prezentat acelasi diapazon de dimensiune a amplico-
nilor SSR pentru 4 marcheri (Ocum-052, Ocum-075, Ocum-081, Ocum-196), iar cele din Republica Moldova —
pentru 2 (Ocum-075, Ocum-087). Markerul Ocum-075 releva aceleasi intervale de lungime a fragmentelor
SSR intre populatiile din Republica Moldova si Bulgaria (106-147 pb), din Turcia si Serbia (98-135 pb),
Ocum-052 — la cele din Bulgaria si Serbia (130-178 pb), Ocum-087 — din Republica Moldova si China (109-
144 pb) iar Ocum-196 — din Turcia si Serbia (196-343 pb). in baza valorilor minime/maxime ale lungimii
fragmentelor SSR obtinute, doar Ocum-160 si Ocum-197 au prezentat cea mai mare diversitate la nivel inter-
populational, generand diferiti ampliconi cu diapazoane de amplificare variate.

Astfel, din cele 429 de variante de analiza la nivel interpopulational/regional au fost constatate intervale
identice de lungimi ale fragmentelor (populatiile din Bulgaria in cazul a 6 marcheri, din China —5, din Serbia — 5,
din Turcia — 4, din Republica Moldova — 4), precum si variabilitate interpopulationala si particularitati speci-
fice de amplificare a secventelor microsatelite (61 de diapazoane specifice pentru populatie/tara sau 14% din
totalul de cazuri analizate). Primerii Ocum-081 (13 variante de analiza), Ocum-197 (11) si Ocum-160 (10) au
identificat cele mai multe cazuri si au generat ampliconi cu mase moleculare diferite si unice pentru populatie
sau tara.

Analiza rezultatelor la nivel intrapopulational a pus in evidenta diversitatea individuala in cadrul populatiilor
de O. cumana care au identificat o gama larga de ampliconi cu diferite mase moleculare in dependenta de
marcher si originea geografica. Pentru majoritatea populatiilor, indivizii au evidentiat 0 uniformitate a inter-
valului minim/maxim de dimensiune a fragmentelor SSR in cazul a 3 primeri (Ocum-075, Ocum-174, Ocum-
206). Ocum-075 a determinat amplificarea fragmentelor de aceeasi masa moleculara (interval-limite) la indi-
vizii din cadrul a 32 de populatii individuale, exceptie fiind indivizii din China, regiunea HeBei, care au pre-
zentat o diversitate a diapazonului de lungimi. Marcherii Ocum-206 si Ocum-174 au relevat omogenitate
intre indivizii din cadrul a 29 si, respectiv, 25 de populatii. in acelasi timp, acesti primeri au identificat o va-
rietate intre indivizii de lupoaie la 3 populatii din China, la 3 din Turcia, la 2 din Bulgaria si la cate una din
Republica Moldova, Romania si Serbia. Marcherii Ocum-059 (27 de populatii), Ocum-197 (24), Ocum-160,
Ocum-196 (23), Ocum-070 (22) si Ocum-087 (19) au evidentiat o diversitate pronuntata intrapopulationala a
diapazonului masei moleculare pentru majoritatea populatiilor de lupoaie.

Populatiile de lupoaie colectate din Popeasca (Republica Moldova), Luleburgaz (Turcia), OR-SR11 si
OR-SR25 (Serbia ) au prezentat cel mai inalt nivel de omogenitate pentru 11 din 13 marcheri utilizati in studiu.
Un grad ridicat de uniformitate genetica a indivizilor a fost identificat si la populatiile de lupoaie din Debovo
(Bulgaria), Cahul (Republica Moldova) si OR-SR04, OR-SR07, OR-SR26, OR-SR43 (Serbia) in cazul a 8-10
marcheri.

(i1). Analiza amprentelor moleculare generate de 13 marcheri microsateliti pentru cele 33 de populatii in-
vestigate a permis identificarea a 153 de profile moleculare diferite: mono-, bi-, tri-, tetraalelice etc. (Tab.3).

Marcherul Ocum-174 s-a caracterizat prin cele mai putine profile moleculare (2) — un profil de baza trialelic
si unul monoalelic. Per total, marcherul Ocum-075 a inregistrat 4 profile, tetra-, penta- si hexaalelice. insa la
nivel intrapopulational acest marcher preponderent a pus in evidentd prezenta unui singur profil genetic.
Ocum-206 se remarca printr-un profil de baza bialelic in cazul tuturor populatiilor, cu exceptia celor din China
si Serbia, care au evidentiat 5, respectiv 3 profile moleculare SSR. Cele mai multe si mai diverse profile mo-
leculare au generat primerii Ocum-197 (23 de profile), Ocum-059 (21 de profile) si Ocum-196 (20 de profile).
Ocum-059 a generat 12 profile moleculare pentru populatiile din Serbia, iar Ocum-196 (9) pentru cele din
Bulgaria, diferentiindu-le de restul populatiilor cu diferitd origine geografica. Dupa numarul si tipul profilelor
generate de un marcher, populatiile provenite din Bulgaria, Romania si Serbia sunt relativ mai omogene (1-3
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profile pentru majoritatea marcherilor) comparativ cu cele colectate din localitatile Republicii Moldova (1-10),
Turciei (1-6) si Chinei (1-9).

Marcherii Ocum-075, Ocum-141, Ocum-174 si Ocum-206 au evidentiat 0 diversitate inter- si intrapopu-
lationala scazutd/moderata si cele mai putine profile moleculare pentru toate cele 33 de populatii incluse in
studiu. Ocum-075 a generat doar un singur profil molecular la toate populatiile (intrapopulational), care insa
difera intre populatiile regiunilor studiate (regional). Acest primer a pus in evidentd 2 profile genetice diferite
doar la populatia HeBei (China). Ocum-206 a generat un profil bialelic pentru indivizii din cadrul fiecarei
populatii, exceptie fiind populatiile din Serbia cu 3 profile si din China cu 5 profile. Astfel, populatia OR-SR43
din Serbia se remarca cu 2 profile, iar populatiile de lupoaie din Bayanuur si Hohott (China) cu cate 3 profile
diferite fiecare. Marcherul Ocum-174 releva prezenta a doua profile moleculare in cadrul populatiilor de
lupoaie luate in studiu (Tab.3).

Tabelul 3
Diversitatea profilelor moleculare SSR in cadrul populatiilor de O. cumana
Numarul de profile/ tari
Marcheri Republica . b . . . Total/
Bulgaria Roméinia | Turcia | China | Serbia | marcher
Moldova

Ocum-052 10 1 1 4 4 1 14
Ocum-059 5 4 3 5 1 12 21
Ocum-070 7 2 2 3 3 4 11
Ocum-074 7 3 2 5 1 2 8
Ocum-075 1 1 1 1 2 1 4
Ocum-081 3 3 1 6 3 1 13
Ocum-087 4 2 4 5 1 2 12
Ocum-141 3 2 2 2 2 3 6
Ocum-160 8 3 3 3 9 2 12
Ocum-174 2 2 1 2 2 2 2
Ocum-196 9 9 3 2 5 1 20
Ocum-197 10 4 4 6 7 4 23
Ocum-206 1 1 1 1 5 3 7

Total 70 37 28 45 45 38 153

Analiza amprentelor moleculare individuale, pentru Ocum-174, a prezentat un singur profil de baza (trialelic)
caracteristic pentru majoritatea populatiilor, cu unele particularitati specifice in cazul populatiilor din Chisinau,
Rosenova, Radnevo, Adana, Luleburgaz, Bayanuur si OR-SR14 din Serbia, cu cate 2 profile moleculare.
Marcherul Ocum-141 a evidentiat o varietate moderata a profilelor moleculare SSR, identificand cate un
singur profil trialelic in cadrul a 20 de populatii, in timp ce celelate 13 populatii S-au caracterizat printr-o
diversitate de 2-3 profile electroforetice.

Populatiile de lupoaie din Popeasca (1-2 profile/primer; 15 profile in total), Debovo (1-2 profile/ primer;
16 profile in total), Luleburgaz (1-3 profile/primer; 17 profile in total) au prezentat cele mai putine profile
pentru toti cei 13 primeri, fiind caracterizate ca cele mai omogene populatii. Populatiile colectate din Taraclia,
Svetlii si Congaz din Republica Moldova s-au remarcat prin cel mai mare numar si diversitate pronuntata a
profilelor electroforetice SSR cu un total de 30 de spectre moleculare fiecare si interval variabil in functie de
primer — 2-6. De asemenea, s-a evidentiat populatia din Hohott (China) cu 29 de profile in total si interval intre
2-6 profile per marcher, din Kesan si Tracia (Turcia) cu 29, 28 respectiv si 2-5 profile/primer, din Braila
(Romania) cu 28 si 2-4 profile/primer. Sunt de a mentionat si populatiile din Serbia, care au demonstrat o
diversitate moderata a profilelor genetice SSR intre indivizii de lupoaie cu un total care variaza intre 17 si 26
pentru cele 7 populatii si 1-4 profile electroforetice in functie de marcher. Marcherul Ocum-059 a fost unicul
care a pus in evidentd cele mai multe si diverse profile moleculare (2-4 profile pentru fiecare populatie) in ge-
nomul plantelor-parazit din Serbia.

Genotiparea O. cumana cu 13 marcheri SSR a evidentiat 209 (49%) din 429 de cazuri studiate, cu o va-
riabilitate a profilelor moleculare, populatiile prezentdnd de la 2 la 6 amprente diferite in functie de primer.
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Celelalte cazuri, 220 (51%), au relevat un grad de omogenitate inalt intre genotipuri, fiind identificate doar
cate un singur profil identic in cadrul unei populatii (caz).

(iii). Analiza diversitatii genetice a diferentiat populatiile si dupa numdrul fragmentelor identificate, care
a variat de la 3 (Ocum-174) pana la 13 alele (Ocum-197) per marcher. In conformitate cu variantele alelice
generate de un marcher, cei mai eterogeni s-au dovedit a fi Ocum-197 (13 alele), Ocum-052 (11), Ocum-087
(10), Ocum-059, Ocum-081 si Ocum-196 (cu cate 8 alele fiecare), determinand un nivel crescut al polimor-
fismului alelic pentru populatiile studiate. Marcherii Ocum-174 (3), Ocum-141 (4), Ocum-075 (6) au deter-
minat prezenta unui numar mic si comun de alele pentru majoritatea populatiilor. Ocum-206 s-a caracterizat
printr-un profil molecular din 2 alele identificat la toate populatiile, cu exceptia celor din China (6) si Serbia
(3) (Fig.1).

Marcherii Ocum-052, Ocum-059, Ocum-081, Ocum-196 si Ocum-197 au evidentiat un numar variabil de
alele, discriminand cel mai bine populatiile de lupoaie intre tarile investigate, iar Ocum-174 a generat un
numar constant de alele (3) pentru toate populatiile din diferite regiuni geografice, minimalizand pondera sa
in diversitatea genetica a populatiilor. Acest primer s-a remarcat prin prezenta a 3 alele la majoritatea popula-
tiilor, cu exceptia celor din Kesan, OR-SR43, Grigorievca si Popeasca, la care a fost identificat un singur
fragment SSR.

M Numar total (4,04) HRepublica Moldova (3,82) EChina (4,72) OTurcia (4,02) EBulgaria (3,67) B Romania (4,39) B Serbia (3,63)
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Fig.1. Fragmente microsatelite amplificate la populatiile de O. cumana studiate.
Nota: * — marcheri eterogeni si cu cel mai mare numar de variante alelice; in paranteze — media numarului de alele.

Un numér identic de alele a fost evidentiat atat la nivel inter-, cat si intrapopulational, in cazul marcherilor
Ocum-075 si Ocum-206 pentru populatiile din Republica Moldova si din Turcia, a marcherilor Ocum-059,
Ocum-074, Ocum-087 — pentru populatiile din China, Ocum-052, Ocum-075, Ocum-206 — pentru populatiile
din Bulgaria si marcherii Ocum-052, Ocum-075, Ocum-081, Ocum-196 pentru cele din Serbia. Astfel, acesti
loci nu au relevat diversitate genetica pentru populatiile originare din regiunile mentionate. Facand abstractie
de marcherii care au determinat omogenitate, in cazul Ocum-070, Ocum-141 si Ocum174 s-a observat acelasi
numar de fragmente (3) pentru toate populatiile din Bulgaria, insa in cadrul populatiilor indivizii au identifi-
cat un numar variabil de fragmente. O diversitate genetica la nivel intrapopulational in baza numarului de va-
riante alelice a fost evidentiata in cazul populatiilor din Radnevo, Silanovici si Rosenova pentru 8 din 13 pri-
meri si cate 6 din 13 pentru ultimele doud populatii. Populatiile din Republica Moldova au fost caracterizate
printr-o diversitate inter- si intrapopulationald pronuntata SSR pentru 46-69% din totalul marcherilor utilizati.
Cele mai omogene sunt populatiile din Cahul si Popeasca, care au prezentat diversitate alelica in cazul a 4 si
respectiv 5 marcheri. Populatiile colectate din Turcia au fost evaluate ca eterogene in cazul a 61-69% dintre
marcheri, cu exceptia populatiei din Luleburgaz, care s-a dovedit a fi mai omogena dupa numarul de frag-
mente SSR (23%, 3 marcheri). Un nivel ridicat de variatie a numarului de variante alelice intre genotipuri se
atesta si la populatiile din China (54%) si Romania (61%). In cele din urma, populatiile din Serbia s-au carac-
terizat cu cel mai scazut nivel de diversitate alelica la nivel inter- si intrapopulational (15-23% dintre marcheri).
Dintre populatiile sarbe s-a evidentiat OR-SR43, care a prezentat o variatie a numarului de alele intre indivizi
in cazul a 5 primeri SSR (39%).

Numarul mediu de alele per populatie pentru lupoaia din Serbia (3,63) si Bulgaria (3,67) a fost mai mic,
comparativ cu alte populatii, indicand o diversitate alelicd mai mica (Fig.1). Cel mai mare numar de alele si
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media per populatie a fost stabilita in cazul lupoaiei din China (4,72), Turcia (4,02) si Republica Moldova
(3,82), rezultate care confirma cercetarile anterioare, realizate cu acelasi set de marcheri la aceleasi populatii
[24].

Marcherii microsateliti utilizati in acest studiu au generat in total 98 de alele in genomul plantelor de
O. cumana, fiind constatate 10 fragmente comune pentru toate populatiile investigate (Tab.4). Genotiparea
populatiilor de lupoaie a scos in evidenta si alele specifice pentru anumite populatii sau téri. Cele mai multe
dintre acestea au fost identificate la populatiile din China (4) — Ocum-052 (119 pb), Ocum-070 (137, 145 pb),
Ocum-160 (150 pb). Genotipurile din Turcia si Romania au prezentat cate 2 alele specifice pentru Ocum-052
(158, 173 pb) si Ocum-087 (168, 184 pb), respectiv. Doua benzi specifice sunt observate si la populatiile din
Serbia, generate de doi primeri diferiti: Ocum-059 (108 pb) si Ocum-074 (114 pb) (Tab.4).

Tabelul 4
Alele comune si specifice, identificate la populatiile de O. cumana Wallr.
Numir total de alele 98
10

Ocum75 (106, 112, 121 pb); Ocum59 (95 pb); Ocum87 (109,

Alele comune 144 pb); Ocum141 (192, 209 pb); Ocum174 (190 pb);

Ocum?206 (124 pb)
Alele specifice pentru tara
China Turcia Romania Serbia
8%23% 83 BE) 145 pb) Ocum-052 Ocum-087 Ocum-059 (108 pb)
Ocum-160 (150 pb) (158 pb, 173 pb) (168 pb, 184 pb) Ocum-074 (114 pb)

in baza analizei individuale per populatie, cele mai putine fragmente specifice au fost observate la popu-
latiile din Bulgaria. Astfel, doar populatia din Radnevo a prezentat 6 alele specifice generate de Ocum-059,
Ocum-074 si Ocum-197, iar celelalte populatii nu au evidentiat niciun fragment specific. In spectrele electro-
foretice la populatiile din Turcia au fost identificate de la 0 (Luleburgaz) la 6 (Kesan) variante alelice specifice,
iar pentru cele din Serbia — de la 1 (OR-SR11) la 7 (OR-SR43). Un numar impunétor de fragmente specifice
au fost evidentiate la populatiile din China care a variat intre 1 (Bayanuur) si 15 (HeBei) si la cele din Republica
Moldova — intre 1 (Popeasca) si 11 (Taraclia).

Concluzii

Genotiparea in baza marcherilor microsateliti SSR genereaza informatii valoroase privind polimorfismul
alelic, diversitatea si structura genetica a populatiilor de O. cumana si prezinta interes stiintific pentru studiile
axate pe raspandirea si evolutia acestuia, precum si pentru programele de ameliorare a rezistentei fata de acest
patogen.

Marcherii microsateliti (8) Ocum-052, Ocum-059, Ocum-070, Ocum-081, Ocum-087, Ocum-160, Ocum-
196 si Ocum-197 au pus in evidentd o diversitate pronuntata atat la nivel inter- si intrapopulational, cat si re-
gional si pot fi aplicati in studii ulterioare de genotipare a speciei de O. cumana. Reiesind din intervalul identic
de amplificare, numarul mic de profile electroforetice (2-7) si numarul variantelor alelice (4-6) generat, locii
SSR Ocum-141, Ocum-174, Ocum-175 si Ocum-206 au prezentat un nivel relativ scazut de diversitate genetica.

Analiza variabilitatii genetice in cadrul celor 33 de populatii de lupoaie a relevat prezenta a 153 de profile
molecular-genetice si a 98 de alele. Lungimea secventelor nucleotidice SSR a variat in intervalul 76-343 perechi
de baze, fiind dependentd de tipul marcherului utilizat. Au fost identificate 10 fragmente comune pentru
toate populatiile.

Populatiile de O. cumana provenite din Bulgaria si Serbia s-au dovedit a fi relativ mai omogene dupa
numarul de profile moleculare (1-3) si media numarului de alele (3,67; 3,63, respectiv), comparativ cu cele
colectate din Republica Moldova (1-10; 3,82, respectiv), Turcia (1-6; 4,02, respectiv) si China (1-9; 4,72,
respectiv). Populatiile din Taraclia, Svetlii, Izbiste, Cazanesti, Prepelita, Congaz (Republica Moldova), Radnevo,
Rosenova (Bulgaria), Hohott (China), Kesan, Merkez, Tracia (Turcia) si OR-SR43 (Serbia) s-au remarcat
printr-un nivel ridicat de variabilitate genetica intrapopulationala.
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