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Rezumat
A fost evaluata, in premiera, diversitatea genetica intra- si interpopulationald a plantelor
de O. vulgare ssp. vulgare din colectia Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,,Alexandru
Ciubotaru” (GBNI) si flora spontand a Republicii Moldova (rezervatia Orheiul Vechi, s.
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Butuceni) prin genotiparea cu 11 markeri functionali (EST-SSR) in scopul identificarii
polimorfismului multilocus asociat sintezei compusilor terpenici. Analiza structurii
alelice a locilor, indicilor de diferentiere genetica (He, Ho, F, GST, FSR, FRT), a pus
in evidenta diversitatea si frecventa alelelor, variabilitatea genetica intrapopulationald
mare la subpopulatiile din flora spontand (42%) fatd de cele din colectie (26%) si
interpopulationala moderata (7%). Sistemul multilocus studiat diferentiazd bine
subpopulatiile din habitatul natural si slab cele de la GBNI. Primerii specifici EST-
SSR (OR09, OR10, OR12, OR13, OR14, OR27, OR40, OR44, OR64, OR75 si OR81)
prezinta interes in cercetarea variabilitatii moleculare intraspecifice corelata cu profilul
terpenic si in identificarea genelor TPS candidat la aceastd specie de plantd medicinala
si aromatica.
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Introducere

Specia Origanum vulgare L. este o plantd medicinald si aromata (PMA) din
genul Origanum (familia Lamiaceae), foarte eterogen si cu o taxonomie complexa
[13]. Actualmente, In baza caracterelor morfologice specifice sunt documentate
sase subspecii de O. vulgare L.: ssp. vulgare, ssp. glandulosum, ssp. gracile, ssp.
hirtum, ssp. viridulum si ssp. virens, dintre care ssp. hirtum, bogatd in monoterpene
fenolice, a constituit subiectul a numeroase cercetari stiintifice in decursul mai multor
decenii [17, 25].

Se cunoaste ca selectia directionatd pe identificarea si dezvoltarea formelor cu
indici productivi sporiti deseori determina ingustarea fondului de gene si a variabilitatii
moleculare, rezultdnd in consecinta o capacitate joasa de adaptare la conditiile variabile
de mediu [2]. In contextul stiintific actual, au sporit cercetirile molecular-genetice
complementar la caracteristica biochimica a genotipurilor valoroase din flora spontana,
cu scopul introducerii acestora in cultura [4, 26, 27].

In flora Republicii Moldova se intalneste subspecia vulgare si numeroase varietati
ale acesteia in dependenta de arealul geografic si conditiile climatice [9]. Germoplasma
locald a speciei O. vulgare ssp. vulgare, formata in conditii ecologice specifice regiunii
(cantitati reduse de precipitatii, alternate cu perioade indelungate de seceta, temperaturi
scazute, altitudini mici) poate reprezenta o sursd de fenotipuri si chemotipuri cu
potential ameliorativ. Informatii cu privire la structura genetica a populatiilor de plante
din habitatul natural, lipsesc, spre deosebire de alte tari, in care plantele O. vulgare L.
indigene sunt pe larg explorate stiintific si economic [3, 5, 8]. Cunoasterea fondului
de gene, a interrelatiilor in populatiile de plante sub actiunea factorilor climaterici
si antropici este prioritard in elaborarea strategiilor de conservare si valorificare
la nivel national.

Variabilitatea in populatii este investigatd prin diferite metode de analiza
moleculard, in dependentd de datele genomice disponibile, capacitatea de rezolutie si
alte caracteristici tehnice. In cazul lipsei de informatii despre secventele nucleotidice
se apeleaza la analize RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), DAF-
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PCR (DNA Amplification Fingerprinting), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), markerii RAPD fiind cei mai utilizati la diverse plante medicinale,
inclusiv a celor din genul Origanum [16, 27]. in cazul speciilor cu genomul secventiat,
in totalitate sau partial, genotiparea se realizeaza prin tehnicile SSR (Simple Sequence
Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) etc. [1, 28, 29].

Recent a luat amploare elaborarea markerilor microsateliti pe secvente EST
(Expressed Sequence Tag) din regiunile de codificare, astfel fiind posibil de evaluat
profilul genetic asociat unui fenotip biochimic de interes. EST-urile sunt resurse
importante pentru identificarea functiei si activitatii genelor, genomica comparativa si
alte analize de genetica functionala [12].

In cazul PMA, metabolitii secundari, in special terpenele manifesta specificitate
inaltd de organ si tesut, avand o semnificatie fiziologica si ecologica prin implicarea
in rezistenta plantelor la diferiti factori de mediu, atacul microorganismelor, insectelor
sau in calitate de atractanti pentru polenizatori etc. [14, 17, 30]. Variatia calitativa
si cantitativa Tnaltd a compozitiei compusilor terpenici in cadrul speciei Origanum
vulgare, in dependenta de fenofaza si/sau areal geografic, sugereaza asupra variabilitatii
la nivelul genelor ce codifica enzimele terpen-sintetaze (TPS).

Sunt putine lucrari privind activitatea enzimelor TPS la specia O. vulgare [8, 18],
iar in cazul unor gene cu functie adnotati lipsesc informatii. in bibliotecile de secvente
nucleotidice se contin colectii de ADNc din tesutul epidermic glandular cu functie
de producere si depozitare a mono- si sesquiterpenelor [8]. Pe baza acestor EST-uri,
Novak J. si colab. (2008) au elaborat markeri EST-SSR [21].

In lucrarea de fata sunt analizate rezultatele genotiparii plantelor speciei Origanum
vulgare ssp. vulgare din flora spontand (rezervatia cultural-naturald Orheiul vechi,
s. Butuceni) si din colectia GBNI cu 11 markeri functionali (EST-SSR) in scopul
identificarii polimorfismului multilocus asociat sintezei compusilor terpenici.

Material si metode

Materialul de cercetare a inclus 7 subpopulatii de O. vulgare ssp. vulgare din
rezervatia cultural-naturala Orheiul Vechi (notate conventional Or1-Or7) investigate in
aspect comparativ cu 3 subpopulatii de plante din colectia de PMA a Gradinii Botanice
Nationale (Institut) ,,dlexandru Ciubotaru”, mun. Chisindu (notate Ch8-Ch10) [20].
Probele de ADN au fost obtinute din materialul biologic (20 indivizi/ subpopulatie)
colectat de la plante in faza de inflorire. Probele (frunze) au fost inghetate in azot lichid
si pastrate la -200C pana la extragerea ulterioarda a ADN-Iui. Calitatea si concentratia
ADN-lui extras cu reagentul stoc CTAB a fost determinata prin electroforeza in gel de
agaroza de 1% si spectrofotometrie (A260, A280 nm) [24].

Analiza SSR s-aefectuatcu 11 primeri EST-SSR (OR09,0R10,0R12,0R13,0R 14,
OR27, OR40, OR44, OR64,0R75, OR81) elaborati de Novak J. [21] la amplificatorul
Applied Biosystem PCR Veriti 96 well, conform programului de temperaturi: 95°C — 3
minute; urmat de 35 cicluri: 95°C — 45 secunde, 56°C — 1 minut si 72°C — 2 minute;
elongatia finala la 72°C pentru 7 min. Reactiile de amplificare au fost realizate intr-un
volum de 20 pl al mediului de reactie care a inclus: 140 ng ADN, 1,0 U/uL DreamTaq
Green ADN Polimeraza (Thermo Scientific), 200 pM dNTP, 2,5 mM MgCI2 si 0,9 uM
primeri. Separarea produsilor de amplificare s-a realizat in gel de poliacrilamida de
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8%, in tampon TBE (1x), la intensitatea de 230 V, in camera de electroforeza verticala
(Consort, Belgia). In calitate de marker molecular a fost utilizat GeneRuler 100 bp DNA
ladder (Thermo Scientific). Gelurile, dupad imersia in bromura de etidiu 0,05 pg/ml, au
fost vizualizate la transiluminatorul UVITEC Cambridge (Franta), asociat cu sistemul
de fotodocumentare DOC-PRINT-VX2 (model SXT-F20.M, Franta) si analizate prin
intermediul programului specializat Photo-Capt (versiunea 15.02).

Prelucrarea statistica si interpretarea datelor. Pentru fiecare locus SSR a fost
estimatd dimensiunea (pb) si nr. alelelor, fiind ulterior incluse in matricea binara de
date. Variantele alelice la un locus au fost notate reiegind din dimensiunea ampliconului,
de ex. OR44170 (fragment cu dimensiunea de 170 pb amplificat cu markerul OR44).
Frecventa alelelor (Fa) a fost determinata prin raportul nr. de alele de interes (N) la nr.
total de alele dintr-o subpopulatie (Nt) [31].

Estimarea diversitatii si diferentierii genetice a fost analizatd in baza urmatorilor
indici: nr. total (A) si mediu (NA) de alele/subpopulatie; nr. efectiv de alele (NE);
nr. de alele specifice (NS); ponderea procentuald a locilor polimorfi (PLP), continutul
informatiei polimorfe (PIC), heterozigotia totald, observatd si asteptata (HT, Ho,
He), indicii de fixare (F) si de diferentiere genetica GST, FSR, FRT. Analiza
variantei moleculare (AMOVA) s-a realizat prin intermediul programului GenAlEx
versiunea 6.5 [22].

Rezultate si discutii

Amprentele moleculare ale O. vulgare ssp. vulgare obtinute cu 11 markeri EST-
SSR pentru fiecare subpopulatie studiata indica unul sau mai multe profile moleculare,
diferite prin numarul si frecventa alelelor la acelasi locus (fig. 1, A, B). Plantele prelevate
din flora spontand se caracterizeaza printr-un grad mai mare de polimorfism alelic al
secventelor microsatelite, prezentdnd in total 11-29 profile diferite pentru un primer,
cate 1-6 profile per subpopulatie. Plantele din colectia GBNI, comparativ, sunt mai
omogene, reiesind din numarul de 3-8 profile per primer (1-4 profile la o subpopulatie).
Markerii OR12, OR40 si OR75, s-au evidentiat prin cele mai diverse profile: mono,
bi-, tri-, tetraalelice etc.

Pentru fiecare locus genic a fost determinat un numar diferit de alele (1-11)
(fig. 2). De exemplu, markerii cei mai variabili dupa numarul de variante alelice intre
cele doud populatii sunt: OR10, OR12, OR75 cu o diferenta de 5 alele. Intervalul de
valori al lungimii alelelor este cel mai mare la locusul OR40 (de 112 pb).

Markerii analizati diferd atat dupa secventa, cat si dupa complexitatea motivului
care se repetd, cu toate acestea, nu a fost observata o tendinta relevantd pentru locii cu
mai multe baze pe unitate repetatd, sau mai multe repetari per aleld/dimensiune (pb),
corelatd cu niveluri mai mari de variatie.

Un alt indicator relevant pentru masurarea polimorfismului alelic la nivelul unui
locus si al puterii de discriminare a markerului molecular este considerat Continutul
informatiei polimorfe (PIC) [7]. Conform mediei valorilor PIC, un grad inalt de
polimorfism (PIC: 0,65+0,09) s-a constatat la plantele din habitatul natural si moderat
(PIC: 0,52+0,19) la cele din colectie, rezultate convergente cu cele ale numarului de
profile moleculare si de alele pe profil.
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Figura 1. Exemple de amprente genetice EST-SSR. A — SSR-PAGE/primer, B —
Prezentare schematica a amprentei genetice sumare (11 primeri). Fa — frecventa alelelor (0,1-
1,0). Prin sageti sunt indicate tipuri de profile diferite.

In concluzie, markerii OR12, OR27, OR40 si OR75 sunt cei mai informativi,
datorita unui potential inalt de discriminare a plantelor de O. vulgare.

Diversitatea alelelor la nivelul unor regiuni de ADN microsatelit in genomul
O. vulgare ssp. vulgare, analizat in baza numarului total (A) si mediu (NA) de alele/
subpopulatie, numarului efectiv de alele (NE) si alele specifice (NS), frecventei alelelor
(Fa) si ponderii procentuale a locilor polimorfi (PLP, %), a permis diferentierea
pronuntata a subpopulatiilor din rezervatia naturala comparativ cu cele din
colectie (fig. 2).

30 .
PLP Loci cu alele 23 Plante din
Subpop. A N, N Ng (%) specifice ?g colectie
29 2,64 236 2 55 OR44,0R75 3
35 3,18 226 0 82 - & PP LPELLOLSP
49 446 3,64 3 100 ORIO* ORI3 =2 Frecventa alelelor
46 4,18 3,77 3 100 OR40* OR81 =30 Plante din
44 4,00 2,82 1 91 OR13 5 colectie
25 2,27 226 0 73 -
25 2,27 221 0 55 -
30 2,73 231 1 64 OR40
25 2,27 222 1 73 OR8] 0
40 3,64 3,34 2 82 ORS8I1* 0,050,150,250,350,450,550,650,750,850,95
* - loci cu 2 alele specifice unei subpopulatii. Frecventa alelelor

Figura 2. Indici de diversitate alelica (A) si frecventa alelelor locilor EST-SSR (B).

Numdrul total al alelelor identificat cu 11 markeri functionali pentru fiecare
subpopulatie a variat de la 25 la 49, cu o valoare medie de 36,14 alele in cazul plantelor
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din habitatul natural si 31,67, in cazul celor de la GBNI. Cel mai mic numar de variante
alelice (25) a fost constatat in subpopulatiile Or6, Or7 si Ch9, iar cel mai mare (49) la
Or3. Respectiv si valoarea medie a NA este mai mare la populatia din flora spontana
(3,29) fata de cele din cultura experimentala (2,88).

Diferentele intre valorile NA si NE relevate in amprentele moleculare ale indivizilor
din rezervatia naturald indicd pe de o parte, prezenta numarului mai mare de loci
polimorfi si mai putine alele cu frecvente relativ ridicate, iar pe de altd parte, a unui
numar mai mare de alele rare.

Diferentierea subpopulatiilor din rezervatia naturald dupa numarul mediu si efectiv
de alele este mai pronuntatd comparativ cu cele din colectie si poate fi prezentata sub
forma urmatoarelor clasamente de valori in sens ascendent: NA — Or6,0r7<Or1< Or2<
Or5< Or4< Or3 si NE — Or7 <Or6,0r2<Or1<Or5< Or3< Or4.

Au fost identificate 25 alele rare, 5 abundente si 48 frecvente la indivizii din
rezervatia naturala si 4 alele rare, 6 abundente si 42 frecvente la cei din colectia
GBNI. Alelele specifice unei subpopulatii au frecvente cuprinse intre 0,005 si 0,083,
majoritatea fiind rare. Cele mai abundente alele sunt OR10112 si OR6487 (frecventa de
0,82 si 0,61 respectiv). Pentru 6 loci SSR (OR10, OR13, OR40, OR44, OR75, ORS81)
au fost identificate alele specifice la 7 din cele 10 subpopulatii studiate: OR13200 (Or5);
OR44163, OR75114 (Orl); OR10102,155, OR13172 (Or3); OR40133,183, OR81158
(Or4); OR81197,210 (Ch10); OR4086 (Ch8); OR81187 (Ch9).

Conform ponderii procentuale a locilor polimorfi, o valoare >70% se constata la
7 din 10 subpopulatii. PLP de 100% a fost pus in evidenta doar la Or3 si Or4 si putin
mai mic — 91%, la Or5. In acelasi timp, cea mai mica valoare a acestui indice (55%)
este relevata, de asemenea, la subpopulatii din flora spontand — Orl1 si Or7.

Este important de mentionat cd Or3 si Or4 au valori maxime a indicilor de
estimare a diversitatii alelice: PLP (100%), Ns (3 alele), NA (4,46 si respectiv 4,18),
NE (3,64 sirespectiv 3,77), A (49 si respectiv 46 ). Subpopulatia Or5 are valori apropiate
celor relevate pentru Or3 si Or4 (A= 44, NA= 4, NE =2,82, PLP=91%)).

Cuantificarea diversititii genetice s-a realizat la nivelul unui locus si al intregului
sistem multilocus prin investigarea heterozigotiei asteptate (He) si observate (Ho),
indicelui de fixare (F), coeficientilor de diferentiere genicd (GST si FRT) si analiza
variantei moleculare (AMOVA).

Structura si diferentierea genetica in calitate de componente principale ale analizei
genetice populationale are la bazd unul dintre cele mai cunoscute principii, echilibrul
Hardy-Weinberg (EHW), conform caruia frecventele alelelor si genotipurilor raman
constante de la o generatie la alta in absenta unor factori destabilizatori [23]. Desi in
mod natural populatiile tind sd-si mentina structura genetica intr-un anumit echilibru
optim, 1n realitate acest lucru este practic imposibil (cel putin pentru unele gene din
genomul lor). Astfel, media indicelui de fixare F [11, 15] are valori apropiate de ,,0”, cu
mici devieri, In cazul ambelor populatii studiate, fapt care denota ca incrucisarile s-au
realizat in mod aleatoriu (tab. 1).

Valorile negative ale indicelui F indicd un mic exces de heterozigotie la populatia
naturald (F=-0,01+0,20) si comparativ, putin mai mare laceadela GBNI (F=-0,15+0,21).
Aceste rezultate sunt concludente cu valorile medii ale heterozigotiei observate si cele
ale heterozigotiei asteptate Intre care nu exista diferenta statistic semnificativa (p>0,05,
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p= 0,74, 0=0,05) la populatia din flora spontand si nici la populatia din colectie
(p>0,05, p= 0,37, 0=0,05).

Tabelul 1. Diversitatea genetica multilocus (11 EST-SSR) a plantelor de O. vulgare ssp.
vulgare la nivel de subpopulatie/populatie.

Populatii Subpopulatii He Ho F

Orl 0,38+0,25 0,4240,30 -0,06+0,16

or2 0,38+0,21 0,34+0,28 0,25+0,31

Rezervatia cul- Or3 0,71+0,05 0,66+0,14 0,060,20
tural -naturali Or4 0,72+0,04 0,75+0,18 -0,02+0,24
Orheiul Vechi or5 0,55+0,17 0,48+0,26 0,20+0,31
(s. Butuceni) Or6 0,45+0,20 0,68+0,30 20,42+0,26
or7 0,36+0,24 0,4240,30 -0,11£0,25

Media 0,51%0,15 0,54+0,15 -0,01£0,20

Ch8 0,38+0,23 0,45+0,30 -0,09+0,17

GBNI (mun. Ch9 0,44+0,20 0,52+0,25 -0,13+0,16
Chisiniu Ch10 0,57+0,20 0,7340,26 -0,25+0,21
Media 0,46+0,24 0,57+0,35 -0,15+0,21

Nota: He — heterozigotia asteptatd; Ho — heterozigotia observatd; F — indicele de fixare,
testul Student de semnificatie (0=0,05).

La nivel intrapopulational, media heterozigotiei pentru cei 11 loci analizati, releva cea mai
mare pondere a heterozigotilor la subpopulatia Or4 (Ho = 0,745+0,18 si He = 0,723+0,04), iar
cea mai scazuta la subpopulatiile: Or7 (He = 0,356+0,24; Ho=0,42+0,30), Or2 (He =0,38+0,21;
Ho = 0,336+0,28 si Orl (He =0,38+0,25; Ho = 0,42+0,30). Acest clasament se suprapune cu
cel identificat la parametrul Ne, fapt ce subliniaza o legdturd stransa intre numarul efectiv de
alele la o subpopulatie si numarul de genotipuri heterozigote care rezultd din combinarea lor
(Or7 < Orl,0r2 < Or6 < Or5< Or3< Or4).

Spre deosebire de Or2 (F =0,25+0,31) si Or5 (F = 0,20+0,31), la care s-au constatat devieri
de la echilibrul Hardy-Weinberg printr-un deficit de heterozigotie, la celelalte subpopulatii,
inclusiv de la GBNI (Ch8 si Ch9) abaterile sunt relativ mici, determinate de un exces de
heterozigotie. Subpopulatia Or6 s-a remarcat prin cele mai mari devieri (F=-0,4240,26).

in cazul populatiei din colectie se evidentiazi subpopulatia Ch10 cu valoarea negativa a
indicelui F = -0,25 fiind constatat de asemenea un exces de heterozigotie. Astfel doar in cazul
a 2 subpopulatii (Or2 si Or5), ambele din habitatul natural, sunt prezente alele homozigote
(inbreeding).

Datele obtinute in rezultatul investigarii parametrilor diversitatii genetice sunt confirmate si
completate de cele ale analizei ierarhice a variantei moleculare (AMOVA), care au evidentiat un
grad mai mare de variatie la nivel individual fata de cel relevat la nivel intra- si interpopulational
(fig. 3). O particularitate deosebita, este determinatad de valorile mai mari ale variantei moleculare
intre plantele speciei O. vulgare din colectia GBNI (74%) comparativ cu cele ale plantelor
din rezervatia naturald (58%). Contrar acestor date, varianta la nivel intrapopulational este
mai mare la subpopulatiile din flora spontana (42%), comparativ cu cele din colectie (26%).
Analiza variantei moleculare la toate 10 subpopulatii pune in evidentd o diferentiere genetica
semnificativa de 38% (p <0,001). La nivel interpopulational variatia genetica reprezintd 7%
(p<0,001) din variatia moleculara totala (fig. 3).
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e

Orheiul Vechi 10 subpopulatii GBNI

Figura. 3. Analiza variantei moleculare (AMOVA). Nota: [ — variatia moleculara dintre
indivizi; S — variatia moleculara Intre subpopulatii; P — variatia moleculara dintre populatii;
p <0,001, 999 de permutari; a fost folosit programul GenAlEx 6.5 [22].

In continuare se vor prezenta valorile parametrilor de diferentiere genetica pentru fiecare
locus separat (tab. 2). Astfel, conform valorilor H,, heterozigotia totald in populatia din flora
spontana este mai mare de 70% (0,7-0,84) in cazul a 5 loci (OR75, OR12, OR27, OR40, OR09).
Valoare medie pentru toti 11 loci este 0,69 (69% genotipuri heterozigote). La nivelul populatiei
din culturd, heterozigotia totald/11 loci are o valoare mai mica — 0,57 (57%). Analiza per
locus a evidentiat si 1n acest caz, aceiasi loci OR75, OR27, OR40 si OR75 cu valori mai mari
(0,7-0,84) ai H..

Locii OR10 si OR64 discrimineaza populatiile intre ele prin valoarea heterozigotiei totale de
0,43 si respectiv 0,64 la plantele din flora spontana si homozigotie absoluta la cele din colectia
GBNI. Locii OR09, OR14, OR64 si ORS81 diferentiaza cel mai bine subpopulatiile indigene
(Fgg: 0,3-0,45). Locii ORO09 (Fg, = 0,25) si OR81 (F, = 0,28), de asemenea, diferentiaza slab
si subpopulatiile din GBNI. OR12 si OR40 diferentiaza slab subpopulatiile din cadrul ambelor
populatii studiate.

in general, sistemul multilocus studiat diferentiazi bine subpopulatiile indigene intre ele
(Fgp = 0,27+0,07) si mai slab cele din colectia GBNI (F, = 0,15+0,09).

Tabelul 2. Indici de diversitate inter- si intrapopulationala.

Loci SSR H, L F G
Orhei Chisiniiu Orhei Chisiniu T St
OR09 0.72 0,51 0.37 0.25 0.12 0.42
OR10 0,43 0,00 0,23 0,00 0,06 0,28
OR12 0,82 0,58 0,14 0,16 0,05 0,19
OR13 0,66 0,69 0,26 0,23 0,06 0,29
OR14 0,61 0,65 0,31 0,06 0,14 0,34
OR27 0,81 0,81 0,28 0,39 0,01 0,32
OR40 0,81 0,84 0,07 0,09 0,00 0,08
OR44 0,55 0,66 0.26 0,01 0,05 0,22
ORG64 0,64 0,00 0,45 0,00 0,18 0,55
OR75 0,84 0,77 0,24 0,19 0,03 0,25
ORS1 0,67 0,74 0,35 0,28 0,10 0,39
X’Z‘c‘l’;rea 0,69+ 0,09 | 0,57+0,20 | 0,27+0,07 | 0,15+0,09 | 0,07 +0,04 | 0,30+0,08

Notd: H, — heterozigotia totala; F, — indicele de diferentiere genetica intre subpopulatiile
unei populatii; F . — indicele de diferentiere intre populatii; G, — indicele de diferentiere
genetica relativa intre toate subpopulatiile.

Indicele F,, indicd o valoare medie/11 loci mai micd de diferentiere genetica
(0,07+0,04) intre cele doua populatii. La nivelul unui locus se evidentiaza markerii
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OR14 (0,14), OR09 (0,12) si OR64 (0,18). Dupa locii OR27 (F_, = 0,008) si OR40
(Fy; = 0,003) populatiile aproape ca nu se diferentiaza intre ele.

Coeficientul de diferentiere genetica (GST, dupa frecventa alelelor) intre toate cele
10 subpopulatii (flora spontana si colectia GBNI) are o valoare medie de 0,30+0,08, sau
30%. La nivelul unui locus acest coeficient variaza in intensitate:

e dela0,051a0,15, diferentiere genetica moderata — OR40

* dela0,15 pana la 0,25, diferentiere genetica mare — OR12 gi OR44

* dela0,251a 1, diferentiere genetica foarte mare — OR75, OR10, OR13, OR 14,

OR27, OR81 OR09, OR64.

Comparate intre ele, valoarea medie a F (0,073+0,038) este semnificativ mai mica
(p<0,05, p = 7,53 E-05) decat cea a G, (0,302+0,084). Acest fapt se constata si in
cazul AMOVA, care indica o variabilitate intrapopulationald mare si interpopulationala
moderata (fig. 3).

Structura geneticd a unei populatii de plante este rezultatul selectiei naturale
si artificiale, a recombinarilor si transferului de gene, a mutatiilor. S-a constatat ca
majoritatea microsatelitilor au rate de mutatii ridicate, care apar la nivelul tipurilor de
repetitii (di- tri- si tetranucleotide), unitatii repetitive [6], structurii (perfect, compus sau
intrerupt). Secventele flancante sau pozitia pe cromozom, pot influenta, de asemenea,
gradul de variatie al unui anumit microsatelit. Mai mult ca atat, chiar si la un anumit
locus, rata de mutatie poate varia, alelele lungi fiind in general mai predispuse la mutatie
decat cele scurte. Polimorfismul SSR este generat si de numarul de secvente repetitive
(diferente de lungime ale alelelor) [28].

Unul dintre factorii majori ce influenteaza variabilitatea geneticd este tipul de
reproducere [10]. In acest context diversitatea semnificativi a plantelor speciei
O. vulgare poate fi explicatd si prin faptul ca este o plantd alogama, caracterizata prin
polenizarea incrucisata [13].

In cadrul investigatiilor anterioare, genotiparea RAPD a variabilititii genetice a
plantelor din subpopulatiile vizate a relevat, de asemenea, gradul mic de variabilitate
geneticd (36,4%) a plantelor din colectia GBNI in comparatie cu cele din flora spontana
(45,0%) [20].

Polimorfismul mai inalt al plantelor indigene fatd de cele introduse in cultura,
coreleaza cu rezultatele unor studii analoage. Astfel, prin tehnicile AFLP, SAMPL si
RAPD a fost evidentiat un polimorfism semnificativ la 19 subpopulatii de O. vulgare
ssp. vulgare, 14 de O. syriacum L. din flora spontana si sase forme de O. syriacum
si O. majorana L. din cultura [2, 5, 29]. Unii autori explica variabilitatea moleculara
mai redusd a genotipurilor introduse in cultura prin activitatea de selectie directionata,
asociata deseori cu fenomenul de depresie inbreeding.

In concluzie generald, genotiparea plantelor de O. vulgare cu 11 markeri
microsateliti, din regiunile de codificare a ADN-lui cu activitate de transcriptie in
tesutul epidermic glandular, a pus in evidenta rezultate convergente privind numarul de
profile moleculare, de alele/profil si continutul informatiei polimorfe in diferentierea
geneticd a populatiilor, indicdnd un grad inalt de polimorfism la cele din habitatul
natural si moderat la cele din colectie. Aceste date sugereaza faptul ca exploatarea
si fragmentarea habitatelor naturale nu a afectat semnificativ diversitatea in interiorul
populatiei, ceea ce este important pentru pastrarea unui potential sporit de adaptare la
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factorii de mediu. De asemenea, diversitatea alelica inalta a locilor activi transcriptional
in structuri cu functii de sinteza a terpenelor la plantele din flora spontana demonstreaza
semnificatia acestor compusi in dezvoltarea unui potential de rezistentd fiziologica
optim la conditiile de crestere.

Primerii specifici EST-SSR studiati prezintd interes in cercetarea variabilitatii
moleculare intraspecifice corelatd cu profilul terpenic si in identificarea genelor TPS
candidat la aceasta specie de PMA.

Concluzii

Inpremiera a fostevaluata diversitatea genetica intra- si interpopulationali a plantelor
de O. vulgare ssp. vulgare indigene si colectie, in baza amprentelor moleculare EST-
SSR (11 microsateliti), prin analiza structurii alelice a locilor, indicilor de diversitate si
diferentiere genetica (He, Ho, F, G, F ., F,), fiind constatate:

- frecventa alelelor iIn genom: 25 alele rare, 5 abundente si 48 frecvente la
indivizii din rezervatia naturala si 4 alele rare, 6 abundente si 42 frecvente la cei din
colectia GBNI. Alelele specifice unei subpopulatii au frecvente cuprinse intre 0,05 si
0,083, majoritatea din ele fiind rare;

- prezenta alelelor specifice pentru 6 loci SSR (OR10, OR13, OR40, OR44,
OR75, OR81) la 7 din 10 subpopulatii studiate;

- variabilitatea geneticd intrapopulationala mare la subpopulatiile din flora
spontana (42%) fata de cele din colectie (26%) si interpopulationald moderata (7%);

- diferentierea genetica inaltd intre subpopulatiile din flora spontand si cele
din colectie determinatd de markerul OR64 (F = 0,184, G, = 0,549), OR09 (F =
0,115, G,,= 0,416), OR14 (F = 0,143, G = 0,342) si OR81 (F = 0,095, G,= 0,393).
Locii OR10 si OR64 au o valoare a heterozigotiei totale de 0,43 si respectiv 0,64
la plantele din flora spontand si homozigotie la cele din colectia GBNI. Sistemul
multilocus studiat diferentiaza bine subpopulatiile indigene (FSR= 0,27+0,07) si slab
cele din colectie (F = 0,15+0,09);

- pondereamare a heterozigotilor (lanivelul 11 loci EST-SSR) la subpopulatia Or4
(Ho=0,75+0,18; He=0,72+0,04) si redusa la Orl (He=0,38+0,25; Ho=0,42+0,30), Or2
(He=0,38+0,21; Ho=0,34+0,28) si Or7 (He=0,36+0,24; Ho=0,42+0,30). Subpopulatia
Or6 s-a remarcat prin exces de heterozigotie semnificativ (F= -0,42+0,26).
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