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ANALIZA GENETICO-MOLECULARA A UNOR SOIURI AUTOHTONE DE
GLYCINE MAX (L.) MERRILL PRIN UTILIZAREA MARKERILOR MICROSATELITICI
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Prin intermediul marcherilor Inter-simplu Secvente Repetitive (ISSR) a fost evaluatd diversitatea geneticd a speciei
Glycine max L. Analiza ISSR a soiurilor autohtone de soia a pus in evidenta existenta polimorfismului intraspecific cu
valoarea medie 25%. in spectrul variat de fragmente amplificate s-a remarcat prezenta unor secvente specifice care pot
fi utilizate in calitate de marcheri moleculari in genotipare la soia. Profilul electroforetic al ampliconilor ISSR a permis
determinarea distantei genetice si construirea dendrogramei ce a reflectat similitudinea genetica la soiurile studiate.

Genotiparea germoplasmei de soia prezintd un instrument molecular util pentru realizarea cu succes a programelor
de selectie moderne, scopul carora este de a crea soiuri noi cu caractere dorite.

Cuvinte-cheie: Glycine max, soiuri autohtone, polimorfism, fragmente specifice, distanta geneticd, primeri, markeri
ISSR.

MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF SOME AUTOCHTHON SOYBEAN

(GLYCINE MAX (L.) MERRILL) CULTIVARS BY USING MICROSATELLITE MARKERS

In this study, the genetic diversity of Glycine max L. was evaluated using inter-simple sequence repeat (ISSR) markers.
Intraspecific polymorphism of soybean landraces was 25%. The molecular marking revealed the specific fragments, which
can be used as molecular markers in soybean genotyping. On the bases of ISSR analysis, the genetic distances were esti-
mated, and dendrogram reflecting genetic similarity was constructed.

Genotyping of soybean germplasm is useful tool for modern breeding programs which are aimed at the development
of new cultivars with desirable traits.

Keywords: Glycine max, landraces, polymorphism, specific fragments, genetic distance, primers, ISSR markers.

Introducere

Soia [Glycine max (L.) Merrill] este o culturad leguminoasa nalt apreciata si solicitata pe plan mondial, dato-
ritd continutului sporit de uleiuri si proteine de calitate Tnaltd, utilizate in scop alimentar, furajer, tehnic si in
medicind. Soia este sensibila la secetd, avand cerinte specifice fatd de nivelul de umiditate. Consecintele sece-
tei, suportate de plante in perioada de inflorire, sunt resimtite prin micsorarea productiei boabelor cu 14-52%,
in timp ce asigurarea insuficienta cu apa la etapa de umplere a bobului cauzeaza reducerea recoltelor cu 41-
87% [4]. Din acest motiv, extinderea cultivarii soiei in regiunile secetoase se axeaza, in special, pe crearea de
soiuri rezistente la factorii abiotici.

Obtinerea de soiuri rezistente necesitd o buna cunoastere a bazelor genetice ale mostenirii caracterelor de
importantd economica. In vederea realizarii celor sus-mentionate, se impune explorarea cat mai complet a re-
surselor genetice ale Glycine max, cu valorificarea rezultatelor obtinute in ameliorarea germoplasmei de soia.

In prezent, examinarea polimorfismului genetic, selectarea plantelor ce poseda caractere valoroase pentru
ameliorare si punerea in evidenta a acestor caractere in procesul de selectie implica utilizarea markerilor mo-
leculari. Cercetarile moleculare ale genomului la diferite specii de plante se efectucaza prin aplicarea meto-
delor contemporane care faciliteaza realizarea programelor de selectie prin estimarea variabilitatii genetice,
studii filogenetice si populationale, pasaportizarea moleculara a soiurilor, diagnosticarea bolilor, verificarea
puritatii genetice, protejarea drepturilor de autor, cartarea caracterelor utile de 1nalta calitate si evaluarea rezis-
tentei la factorii de stres etc. [5,20,21,29]. Genotiparea structurald si functionala la plante se realizeaza printr-un
sir de strategii experimentale bazate pe tehnica PCR care, in comparatie cu metodele clasice de studiu, sunt mai
rapide, au o eficacitate mai inaltd, necesitd cheltuieli nesemnificative, nu depind de conditiile mediului
ambiant si cuprind aproape toate regiunile genomului implicate in cercetare. in dependenta de scopurile in-
vestigatiilor, caracterizarea moleculard a genotipurilor poate fi realizata prin aplicarea diverselor metode (RAPD,
AFLP, ISSR, SSR, SCAR, SNP etc.), fiecare din ele avand atat avantaje, cat si dezavantaje [17,20,33]. Conform
surselor de specialitate, pentru studiul diversitatii genetice la soia in scopul obtinerii unor rezultate relevante
sunt utilizate diferite tipuri de markeri moleculari — proteine de rezerva [23], RAPD [24,25], ISSR [12,30-32],
AFLP [6] etc. Selectarea celei mai potrivite tehnici moleculare pentru dezvoltarea unei anumite teme de cer-
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cetare se efectueaza in baza urmatoarelor criterii: diversitatea si numarul necesar de markeri, necesitatea ana-
lizei caracterelor codominante, cerintele Tnaintate fatd de cantitatea si calitatea ADN-ului extras, precum si
eficienta, reproductibilitatea analizei, disponibilitatea de echipament necesar si costul experimentului [33].

Analiza ISSR realizata pe tehnica de PCR este o varianta specializata a metodei RAPD, fiind folosita frec-
vent in studiile genetice la diferite specii de plante [2,8,11,13]. Primerii utilizati in amplificarea ISSR (Inter
Simple Sequence Repeats) sunt constituiti, din motive simple, de obicei de 2-5 pb repetate in tandem (secvente
microsatelice-SSR) cu o lungime de 15-24 perechi de baze. Marcherii ISSR specifici sunt inalt polimorfi in
regiunile intermicrosatelitice si se mostenesc dominant conform legilor mendeliene. Datoritd eficientei inalte,
metoda este aplicata cu succes in determinarea diferentelor dintre specii i in cadrul speciilor, chiar si dintre
indivizii Inruditi cu un polimorfism mai mic [8-10,28].

Aceastd metoda a fost utilizatd in evaluarea diversitatii genetice atat la speciile cultivate de soia, cat si la
formele lor sdlbatice si a pus in evidenta un polimorfism intraspecific destul de mare la genotipurile cultivate.
Astfel, cercetarile efectuate M.M. Ko3sbipenko [32] la trei specii de soia Glycine max (L.) Merr. au relevat un
polimorfism de 34,81%, polimorfismul manifestat Intre speciile mentionate si liniile somaclonale atingand un
nivel inalt — de circa 52,85%. Distantele genetice Intre soiurile studiate au variat in limitele de 0,1047-0,1363,
iar la diferite linii somaclonale — in limitele de 0,0256 - 0,1830, valorile mici ale distantelor genetice indicand
asupra gradului apropiat de rudenie a genotipurilor.

Analiza filogenetica, realizatd pe baza distantelor genetice, a pus in evidentd un nivel mediu de polimor-
fism genetic, egal cu 0,35 la 12 soiuri autohtone de soia din Kazahstan [30], si a permis gruparea materialului
testat in 3 clustere distincte. In alte cazuri, a fost evidentiat un nivel destul de jos de variabilitate genetica la
germoplasma de soia din Turcia, unde 46 ISSR-primeri au generat 31 de ampliconi polimorfi [1], datele sugerand
necesitatea implicarii surselor noi de germoplasma in programele de selectie pentru sporirea diversitatii ge-
netice a plantelor de cultura.

Experimentele realizate de Hai-Yan et al. [27] au demonstrat cd formele silbatice de soia manifestd grad
de heterogenitate mai inalt Tn comparatie cu formele cultivate de soia, iar testarea a 15 primeri ISSR a facut
posibila delimitarea strictd a formelor sélbatice de populatiile cultivate. Rezultatele obtinute au relevat un nivel
inalt de diversitate genetica, coeficientul de similaritate variind in limitele de 0,17-0,89. Investigatiile mai
aprofundate, efectuate asupra a 25 forme silbatice de soia prin testarea cu 28 ISSR primeri, au evidentiat un
grad de polimorfism genetic foarte inalt — de cca 89,23% [26]. Analiza clusteriand (metoda UPGMA) de re-
partitie a genotipurilor de soia de origine sdlbaticd in baza distantei genetice a repartizat materialul cercetat
in 5 clustere, coeficientul de similaritate variind in limitele 0,4462-0,8923. Rezultatele obtinute au confirmat
incd o datad concluziile Tnaintate in experimentele anterioare [27] referitor la existenta unui grad foarte inalt de
polimorfism genetic la formele silbatice de soia.

Din cele expuse se poate conchide ca studierea diversititii genetice prin efectuarea analizelor moleculare
este deosebit de actuala, datoritd valorii informatiilor pe care le furnizeaza, urmand ca acestea sa fie puse la
dispozitia amelioratorilor.

Scopul prezentei investigatii a constat in analiza genetico-moleculara si in studierea variabilitatii genetice
la unele soiuri autohtone de soia, cu diversa rezistenta la secetd, in baza polimorfismului molecular al secven-
telor microsatelitice de ADN.

Material si metode

Drept obiect de studiu au servit 7 soiuri autohtone de soia (Glycine max L.): Colina, Enigma, Horboveanca,
Zodiac, Licurici, S404, Aura. Materialul experimental, prezentat prin diferite soiuri ale speciei Glycine max L.,
s-a deosebit dupa unele caractere morfologice, insusiri biochimice, tehnologice si agronomice (perioada de
vegetatie; Tndltimea plantei si insertiei primei pastdi; masa a 1000 de boabe (MMB); continutul proteinei si
grasimilor in boabe; rezistenta la seceta si la boli; caderea, scuturarea boabelor).

ADN-ul genomic total a fost extras din materialul vegetal in azot lichid conform recomandarilor propuse [22]
cu unele modificari urmate de purificare suplimentara, prin intermediul solutiei de clorurd de litiu 12 M, cu
reducerea concentratiei finale a solutiei pana la 4 M. Testarea calitatii si cuantificarea cantititii de ADN s-a
realizat prin analiza electroforetica in gel de agaroza de 1%. Genotipurile de soia au fost analizate molecular
prin metoda ISSR, care permite estimarea integrald a variabilitatii genomului, nu presupune cunoasterea regiu-
nilor flancante, are o reproductibilitate inalta si a relevat, conform datelor din literatura de specialitate, un
nivel foarte Tnalt de polimorfism genetic la soia [14]. Pentru analiza ISSR au fost utilizati urmatorii primeri
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specifici: BC808 (5-AGA GAG AGA GAG AGA GC 3'), BCS835 (5'-AGA GAG AGA GAG AGA GYC 3",
BC811(5'-GAG AGA GAG AGA GAG AC 3") si BC841(5'-GAG AGA GAG AGA GAGAYC 3"). Ampli-
ficarea s-a efectuat cu ajutorul amplificatorului Genset 9700 "Applied Biosystem" dupa metoda acceptata [18].
Programul de amplificare: 1) denaturarea 4 min. la 94°C — 1 ciclu; 2) denaturarea 1 min. la 94°C, alinierea
1 min. la 55°C, elongarea 2 min. la 72°C — 45 cicluri; 3) elongarea finald 7 min. la 72°C — 1 ciclu.

Temperatura de aliniere (Tm) a primerilor a fost selectionatd conform formulei: 7m = 4 x (G + C) +2x (A +T )
si determinatd empiric [7]. Pentru determinarea maselor moleculare relative ale produselor de amplificare au
fost utilizate probe cu martori — marker Smart producator Eurogentech (200-10000 pb). Produsele amplificarii
au fost analizate prin analiza electroforetica in gel de agarozd 1,6% in solutie tampon de migrare 1x TAE
(40 mM Tris-acetat, pH 8,0; 0,2 mM EDTA) la intensitatea campului electric de 2,5 V/ord/cm. Vizualizarea
probelor in gel de agaroza s-a realizat la transiluminator in raze ultraviolete cu lungimea de unda 305 nm, dupa
ce acesta a fost colorat cu bromura de etidiu [18]. Documentarea rezultatelor s-a efectuat prin utilizarea
aparatului foto digital cu optia fluorescent Canon Power Shot A640. Nivelul de polimorfism genetic al frag-
mentelor amplificate a fost calculat dupad urmatoarea formula:

P numarul de ampliconi polimorfi

———x100% [36]. Analiza statistica a datelor obtinute s-a efectuat in
numarultotal de ampliconi

pachetul de soft STATISTICA 6.

Rezultate si discutii

Analiza moleculara a diferitelor soiuri din specia Glycine max a fost efectuata prin metoda ISSR-PCR.
Pentru realizarea scopului cercetarii au fost utilizati 4 primeri specifici: BC808, BC811, BC835 si BC841.
Examinand secventele de baze azotate ale primerilor microsatelitici luati in studiu s-a constatat ca lungimea
BC808 este de 17 pb cu continutul de 52,9% GC, a BC811-de 17 pb cu 52,9% GC, a BC835 — de 18 pb cu
52,8% GC sia BC841—de 18 pb cu 52,8% GC. Primerii testati au generat un numar variabil de ampliconi (1-
6) la soiurile studiate de soia. Analiza fragmentelor amplificate de ADN la soiurile testate, cu 4 primeri ISSR
(BC808, BC811, BC835 si BC841) a demonstrat ca primerii BC808 si BC835 sunt cei mai informativi dato-
ritd faptului ca au permis amplificarea mai multor fragmente de ADN, intre genotipuri stabilindu-se un nivel
de polimorfism genetic pronuntat de 16,67 si, respectiv, 33.33% (Fig.1, Tab.1).

Utilizarea primerului BC808 pentru analiza genetico-moleculara a genotipurilor de soia a permis identificarea
a 6 ampliconi, a caror fractionare s-a incadrat in limitele 400-1564 pb, in timp ce primerul BC835 a generat
3 ampliconi incadrati in limitele 555-736 pb (Fig.1), rezultatele demonstrand un diapazon mai restrans de se-
parare In comparatie cu primerul BC808 (Fig.1, Tab.2).

Vi

Fig.1. Analiza electroforetica a fragmentelor de ADN amplificate la diferite soiuri din
specia Glycine max in gelul de agaroza de 1,6%.

In studiu au fost utilizati primerii BC808 (1-7) si BC835 (8-14): M — marker Smart Eurogentech; 1, 8 —
soiul Colina; 2, 9 — soiul Enigma; 3, 10 — soiul Horboveanca; 4, 11— soiul Zodiac; 5, 12 — soiul Licurici; 6,
13 — soiul S404; 7, 14 — soiul Aura.

Genotiparea moleculard cu primerii selectati a permis depistarea fragmentelor comune, polimorfe si specifice
de ADN (Fig.1, Tab.1). Prezenta fragmentelor comune de ADN 1n spectrele electroforetice obtinute in rezultatul
PCR cu primerii BC808 (400, 736 si 1130 pb) si BC835 (555 si 736 pb) da dovada de existenta la cea mai mare
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parte sau la toate soiurile studiate a regiunilor conservate in genomul soiei (Fig.1, Tab.1). Totodata, s-a remarcat
prezenta fragmentelor polimorfe cu lungimea de 1564 pb (in cazul primerului BC808) si de 672 pb (pentru pri-
merul BC835), ceea ce releva un polimorfism relativ pronuntat intraspecific la soiurile studiate de G. max (Fig.1,
Tab.2). De mentionat ca fragmentele specifice cu lungimea de 1165 si de 995 pb, obtinute prin amplificare cu pri-
merul BC808, la soiul Enigma prezinta un interes deosebit ca markeri specifici ai speciei de Glycine max, care pot fi
utilizati 1n calitate de instrument molecular in genotiparea si analiza relatiilor taxonomice la soia (Fig.1, Tab.1).

Tabelul 1
Caracteristica ISSR-primerilor utilizati in analiza polimorfismului ADN-ului

unor soiuri autohtone de Glycine max (L.) Merrill. cu diversa rezistenta la seceta

Primer Secventa nucleotidica Numarul de ampliconi Nivel de
5-3 In total | comuni | polimorfi specifici | polimorfism, %

BC808 | 5-AGA GAG AGAGAG 6 3 1 2 16,67

AGA GC3'
BC835 | 5-AGA GAG AGAGAG 3 2 1 - 33,33

AGA GYC 3'

Tabloul de repartitie electroforetica a ampliconilor ISSR a condus la elaborarea matricei cu caractere binare
(prezenta — 1 sau absenta — 0 a fragmentelor de ADN cu dimensiuni egale), care a contribuit la separarea veri-
dica a genotipurilor 1n clustere. Conform distantei genetice, au fost obtinute 2 clustere de baza (Tab.2, Fig.2).
Membrii clusterului 1: soiurile Colina, Aura, S404, Enigma; membrii clusterului 2: Horboveanca, Zodiac,
Licurici (Fig.2). De mentionat ca unele soiuri de soia formeaza subclastere comune, in care ele sunt grupate
dupa perioada de vegetatie asemanatoare. Deci, se observa o asociere cu acest caracter cantitativ, in particular
la soiurile Colina si Aura — soiuri semitimpurii, Enigma si S404 — semiprecoce si precoce, Zodiac si Licurici —
soiuri timpurii, §i, ca exceptie, Horboveanca — soi semitimpuriu (Fig.2).

Tabelul 2

Matrice de distanta genetica (metoda Nearest Neighbor, Euclidean distances) la 7 soiuri de Glycine max L.

Soiul Colina | Enigma | Horboveanca | Zodiac | Licurici | S404 Aura

Colina 0 1,060 1,554 1,414 1,414 1,044 0
Enigma 1,060 0 1,567 1,583 1,583 1,022 1,060
Horboveanca 1,554 1,567 0 1 1 1,554 1,554
Zodiac 1,414 1,583 1 0 0 1.575 1,414
Licurici 1,414 1,583 1 0 0 1.575 1,414
S404 1,044 1,022 1,554 1,575 1,575 0 1,044

Aura 0 1,060 1,554 1,414 1,414 1,044 0

Analiza comparativa a valorilor distantelor genetice la diferite soiuri de G.max a relevat incadrarea acestui
parametru in limitele 0-1,583. Caracterizarea genetico-moleculard a genotipurilor studiate prin utilizarea mar-
kerilor microsatelitici ISSR, conform dendrogramei de repartitie si distantei genetice (metoda Group Average,
Euclidean distances), a demonstrat un grad inalt de similitudine la soiurile Colina, Aura si Zodiac, Licurici
(Tab.2, Fig.2). Dat fiind faptul cé cu cat valorile distantelor genetice sunt mai mici, cu atit genotipurile sunt
mai strans inrudite, rezulta cd genomurile acestor soiuri sunt genetic apropiate.

Generalizand rezultatele obtinute, putem concluziona ca caracterizarea genetico-moleculard in baza mar-
kerilor microsatelitici ISSR a genotipurilor studiate de soia a demonstrat un grad inalt de similitudine, care se
datoreaza, posibil, naturii Tnalt polimorfe si abundente a microsatelitilor ca urmare a alunecérii in procesul de
replicare a ADN-ului i, respectiv, reparare a catenelor ADN (marirea/micsorarea numarului de repetitii nu-
cleotidice). Varietatea genetica scazuta la soiurile locale de soia constatata in experientele date, dar reflectata
si In studiile efectuate de catre Sechalak et al. [19], este, probabil, rezultatul cultivarii pe parcursul anilor a
soiurilor cu o bazd genetica restrinsa, care s-au adaptat mai bine la conditiile agroclimatice locale. Studiile
ulterioare care vor cuprinde un numar mai mare de soiuri si primeri ar putea conduce la obtinerea unor rezul-
tate mai informative si exacte.
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Fig.2. Dendrograma de repartitie a genotipurilor de soia in baza distantei genetice.
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Concluzii

In urma cercetirilor efectuate si in baza rezultatelor obtinute cu privire la studierea polimorfismului genetic
la soia G. max L., putem concluziona ca nivelul polimorfismului genetic difera de la un genotip la altul.

Demonstrand un nivel de polimorfism genetic pronuntat, primerii BC 808 si BC 835 introdusi in progra-
mul de cercetare s-au dovedit a fi cei mai informativi pentru analiza unor secvente de ADN la soia.

S-a stabilit ca fragmentele specifice, obtinute prin amplificare cu primerul BC808 la soiul Enigma, pot fi
utilizate in calitate de markeri moleculari in genotipare la soia.

Analiza clusteriand a permis diferentierea si gruparea genotipurilor in 2 clustere de baza si 4 subclastere:
clusterul 1 — soiurile Colina, Aura (care formeaza subclasterul 1) si S404, Enigma (subclasterul 2); clusterul
2 — Horboveanca (subclasterul 3) si Zodiac, Licurici (subclasterul 4).

S-a observat un nivel scazut de asociere intre profilul amplificat prin utilizarea ISSR primerilor si trasaturile
calitative si cantitative, gruparea soiurilor in subclastere fiind asociatd doar cu perioada de vegetatie asemanatoare.

Astfel, se poate afirma ca analiza ISSR reprezinta un instrument sensibil de identificare la nivel molecular
a variabilitatii genetice la soia in cazurile existentei unor relatii filogenetice foarte stranse. in cadrul acestui
studiu s-a4 demonstrat oportunitatea i importanta utilizarii analizei genetico-moleculare, in vederea cunoasterii
resurselor genetice ale genofondului de soia al Republicii Moldova, cu scopul conservarii puritatii acestuia,
precum si in vederea valorificarii rezultatelor in ameliorarea germoplasmei de soia.

Bibliografie:

1. BALOCH, F.S., KURT, C., ARIOGLU, H., OZKAN, H. Assaying of diversity among soybean (Glycin max (L.) Merr.)
and peanut (4Arachis hypogaea L.) genotypes at DNA level. In: Turkish Journal of Agriculture and Forestry, 2010,
vol.34, no.4, p.285-301. ISSN 1300-011X

2. BLAIR, M.W., PANAUD, O. & MCCOUCH, S.R. Inter-simple sequence repeat (ISSR) amplification for analysis
of microsatellite motif frequency and fingerprinting in rice (Oryza sativa L.). In: Theor. Appl. Genet., 1999, vol.98,
no.4, p.780-792. ISSN 0040-5752

3. BORNET, B., BRANCHARD, M. Use of ISSR fingerprints to detect microsatellites and genetic diversity several
related Brassica taxa and Arabidopsis thaliana. In: Hereditas, 2004, vol.140, no.3, p.245-248. ISSN 1601-5223

4. CELAC, V.,BUDAC, A. Cultura soiei: lindrumar. Chisinau: ASM, IGFP, 2013. 36 p. ISBN 978-9975-53-244-0

5. FENG, C., HOU, A., CHEN, P. et al. Genetic diversity among popular historical southern U.S. soybean cultivars using
AFLP markers. In: Journal of Crop Improvement, 2008, vol.22, no.1, p.31-46. ISSN 1542-7528

6. GAVRILA, L. Genomica. Vol.II. Bucuresti: Editura Enciclopedica, 2003. 1199 p. ISBN 973-45-0463-0

7. GODWIN, L., AITKEN, E., SMITH, L. Application of inter simple sequence repeat (ISSR) markers to plant genetics.
In: Electrophoresis, 1997, vol.18, n0.9, p.1524-1528. ISSN 1522-2683

8. GOULAO, L., MONTE-CORVO, L., OLIVEIRA, C.M. Phenetic characterization of plum cultivars by high multiplex
ratio markers: amplified fragment length polymorphisms and inter-simple sequence repeats. In: J. Amer. Soc. Hort.
Sci., 2001, vol.126, no.1, p.72-77. ISSN 0003-1062

9. GUIMARAES, E.P., RUANE, J., SCHERF, B.D. et al. Marker-assisted selection — Current status and future pers-
pectives in crops, livestock, forestry and fish. Rome: FAO, 2007. 494 p. ISBN 978-92-5-105717-9

54


http://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/15427520802042879

STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2014, nr.6(76)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.50-56

10. HALE, A.L., MILLER, J.C., RENGANAYAKI, K. et al. Suitability of AFLP and microsatellite marker analysis for
discriminating intraclonal variants of the potato cultivar Russet Norkotah. In: J. Amer. Soc. Hort. Sci., 2005, vol.130,
no.4, p.624-630. ISSN 0003-1062

11.HAI-YAN, H., WEL S., YAN-FU, Z. Genetic diversity analysis of soybean germplasm in Heilongjiang province by
ISSR markers. In: Soybean Science, 2011, vol.30, no.1, p.37-40. ISSN 1000-9841

12. MUDIBU, J., NKONGOLO, K.K.C., MEHES-SMITH, M. et al. Genetic analysis of a soybean genetic pool using
ISSR marker: effect of gamma radiation on genetic variability. In: International Journal of Plant Breeding and
Genetics, 2011, vol.5, no.3, p.235-245. ISSN 1819-3595

13.NAGATA, T., LORZ, H., WIDHOLM, J.M. Biotechnology in Agriculture and Forestry. Vol. 55: Molecular Marker
Systems in Plant Breeding and Crop Improvement. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2005. 478 p. ISBN 978-3-
540-74006-3

14. PHARMAWATI, M., GUIJUN, Y., PATRICK, M.F. Molecular variation and fingerprinting of Leucadendron cultivars
(Proteaceae) by ISSR markers. In: Ann. Bot. (Lond.), 2005, vol.95, no.7, p.1163-1170. ISSN 0305-7364

15.POWELL, W., MORGANTE, M., DOYLE, J.J. et al. Genepool variation in genus Glycine subgenus soja revealed by
polymorphic nuclear and chloroplast microsatellites. In: Genetics, 1996, vol.144, no.2, p.793-803. ISSN 0016-6731

16. QIAN, W., GE, S., HONG, D.-Y. Genetic variation within and among populations of a wild rice Oryza granulata
from China detected by RAPD and ISSR markers. In: Theoretical and Applied Genetics, 2001, vol.102, no.2-3,
p-440-449. ISSN 0040-5752

17.REDDY, M.P., SARLA, N., SIDDIQ, E.A. Inter simple sequence repeat (ISSR) polymorphism and its application in
plant breeding. In: Euphytica, 2002, vol.128, no.1, p.9-17. ISSN 0014-2336

18.RIBAUT, J.-M., RAGOT, M. Marker-assisted selection to improve drought adaptation in maize: the backcross
approach, perspectives, limitations, and alternatives. In: Journal of Experimental Botany, 2007, vol.58, no.2, p.351-
360. ISSN 0022-0957

19. SAMBROOK, J.F, RUSSELL D.W. Molecular cloning: A laboratory manual. New York: Cold Spring Harbor La-
boratory, 2001. 2344 p. ISBN 0879695773, 9780879695774

20. SEEHALAK, W., TOMOOKA, N., WARANYUWAT, A. et al. Genetic diversity of the Vigna germplasm from
Thailand and neighbouring regions revealed by AFLP analysis. In: Genetic Res. and Crop Evol., 2006, vol.53, no.5,
p.1043-1059. ISSN 0925-9864

21.SEMAGN, K., BJORNSTAD, A., NDJIONDJOP, M.N. An overview of molecular marker methods for plants. In:
African Journal of Biotechnology, 2006, vol.5, n0.25, p.2540-2568. ISSN 1684-5315

22.VALLEJOS, C.E., SAKIYAMA, N.S., CHASE, C.D. A molecular marker-based linkage map of Phaseolus vulgaris L.
In: Genetics, 1992, vol.131, no.3, p.733-740. ISSN 0016-6731

23.VOLLMANN, J., FRITZ, C.N., WAGENTRIST, H. et al. Environmental and genetic variation of soybean seed protein
content under Central European growing conditions. In: Journal of the Science of Food and Agriculture, 2000, vol.80,
no.9, p.1300-1306. ISSN 0022-5142

24.XIE, J.H., MA, W.H., LIU, C.M. Analysis of genetic relationships among mango germplasm using ISSR marker. In:
Acta Hort, 2007, 10.763, p.185-190. ISSN 0567-7572

25.XU, D.H., ABE, J., GAIL J.Y. et al. Diversity of chloroplast DNA SSRs in wild and cultivated soybeans: evidence
for multiple origins of cultivated soybean. In: Theoretical and Applied Genetics, 2002, vol.105, no.5, p.645-653.
ISSN 0040-5752

26. XU, D.H., GAL J.Y. Genetic diversity of wild and cultivated soybeans growing in China revealed by RAPD analysis.
In: Plant Breeding, 2003, vol.122, no.6, p.503-506. ISSN 1439-0523

27.YAN, J., WEN-JU, Z., DA-XU, F. et al. Sampling strategy within a wild soybean population based on its genetic
variation detected by ISSR markers. In: Acta Botanica Sinica, 2003, vol.45, no.8, p.995-1002. ISSN 0577-7496

28. ZIETKIEWICZ, E., RAFALSKI A., LABUDA D. Genome fingerprinting by simple sequence repeat (SSR)-anchored
polymerase chain reaction amplification. In: Genomics, 1994, vol.20, no.2, p.176-183. ISSN 0888-7543

29. ABYTAJIMEBA, C.U. I'enetnueckoe paznoodpasue cou (Glycine max (L.) Merrill). B: buomexnonoeus. Teopus u
npaxkmuka, 2013, Ned, c.13-19. ISSN 1028-9399

30. ABYTAJIMEBA, C.1., BOJIKOBA, JLA., )KUJIOBUHOBA, A.B. u ap. I'enotunuposanue copros cou Kasaxcrana ¢
ucnosnbzoBanreM ISSR-mapkepoB. B: Becmuux KasHY. Cepus 6uonoeuueckas, 2010 Ne3, ¢.8-11. ISSN 1563-0218

31.TJIA3KO, B.1., AYBUH, A.B., KAJIEHIAPD, P.H. u np. 'eHeTn4eckne B3aNMOOTHOIICHUS MEXKIY COPTAMH COH,
OLICHEHHBIE ¢ nctionb3oBaHneM ISSR mapkepos. B: umonoaus u cenemuxa. 1999, 1.33, No5, ¢.47-51. ISSN 0564-3783

32.KO3bIPEHKO, M.M., ®UCEHKO, ILII., APTIOKOBA, E.B. AHann3 reHeTHYecKoro pa3HooOpasus COpPTOB U
COMAKJIOHABHBIX JIMHUH KynsTypHOU cou (Glycine max (L.) Merr.) MeTOIOM MapKeTHPOBAHHUS MEKMHUKPOCATEIIUTHBIX
nocnenoBarensHocTel (ISSR). B: buomexnonoeus, 2007, Nel, c¢.3-13.

33. OMAIIEBA, M.E., AYBAKHUPOBA, K.II., PABYIIIKMHA, H.A. MonexymsipHbie Mapkepsl. [IpudiHbI 1 Tocie 1CTBUS
omuoO0K reHoTunupoBanus. B: huomexnonoeus. Teopust u npaxmuka, 2013, Ned, ISSN 1028-9399

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rafalski%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8020964
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Labuda%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8020964

STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2014, nr.6(76)

Seria “Stiinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 ISSN online 1857-498X p.50-56

34.TIETUBCKASA, B.C. Cos: xumuueckui cocmag u ucnoavzoganue. Maiikon: OAO IMoaurpad-tOr, 2012. 432 c.
ISBN 978-5-7992-0733-5

35. PAMBIMBEKOBA, UK. Dkonocuueckue ocobennocmu azpodumoyenosa cou npu pecypcoctepesaiouyeli mexHono2uu
svipawjueanus Ha reo-eocmore Kasaxcmana / Jlucceprarys Ha COUCKaHHUE YIEHOH CTereHH JoKTopa (Grocoduu.
CrenuanbHOCTh — DKoiorus. Aamater, 2012.

36. CUBOJIAIIL, F0.M., COJIOJEHKO, A.E., BYPJIOB, B.B. RAPD-ananu3 MoneKyIsIpHO-TEHETHIECKOTO TOIMMOp-
¢uzma noncomneunuka (Helianthus annuus). B: enemuxa, 1998, 1.34, No2, ¢.266-271. ISSN 0016-6758

Prezentat la 6.11.2014

56



	În urma cercetărilor efectuate şi în baza rezultatelor obţinute cu privire la studierea polimorfismului genetic la soia G. max L., putem concluziona că nivelul polimorfismului genetic diferă de la un genotip la altul. 
	Demonstrând un nivel de polimorfism genetic pronunţat, primerii BC 808 şi BC 835 introduşi în pro gra mul de cercetare s-au dovedit a fi cei mai informativi pentru analiza unor secvenţe de ADN la soia.  
	19. SAMBROOK, J.F, RUSSELL D.W. Molecular cloning: A laboratory manual. New York: Cold Spring Harbor La boratory, 2001. 2344 p. ISBN 0879695773, 9780879695774 
	28. ZIETKIEWICZ, E., RAFALSKI A., LABUDA D. Genome fingerprinting by simple sequence repeat (SSR)-anchored polymerase chain reaction amplification. In: Genomics, 1994, vol.20, no.2, p.176-183. ISSN 0888-7543 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


