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Abstract: Five species of Phelipanche genus in Bulgaria are studied using 
ISSR markers – Phelipanche purpurea, Ph. arenaria, Ph. mutelii, Ph. oxyloba and Ph. 
ramosa. Dendrograms are constructed by the results of each primer and used for the 
construction of a cladogram. The results show a specific grouping of species and sec-
tions. Because the method is free of environment influence this approach could be used 
for better understanding of taxonomic relationships in Orobanchaceae. 
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ВЪВЕДЕНИЕ 
В българската флора се срещат 7 вида от род Phelipanche (Pomel) Sojak, 

известен още като Phelipaea Dsf. (VELENOVSKY 1891; 1898) и Orobanche sect. 
Trionychon Wallr. (BECK-MANNAGETTA 1890, ГЕОРГИЕВ 1937; СТОЯНОВ & СТЕФА-
НОВ 1925; ДЕЛИПАВЛОВ 1995; ДЕЛИПАВЛОВ & ЧЕШМЕДЖИЕВ 2003). Доказаните 
представители на този род в България са Ph. mutelii (Shultz) Pomel, Ph. ramosa 
(L.) Pomel, Ph. nana (Reut.) Sojak, Ph. oxyloba (Reut.) Sojak, Ph. arenaria (Borkh.) 
Pomel и Ph. purpurea (Jacq.) Sojak. Разпространението на Ph. aegyptiaca (Pers.) 
Pomel в България не се потвърждава (STOYANOV 2005a).  

Род Phelipanche е ясно разделен на две секции – Arenariae (Andary) 
Teryokhin и Phelipanche (TERYOKHIN 1997). Разграничаването в типовата секция 
не е изяснено. Phelipanche oxyloba е отделен от Ph. ramosa по формата на дяло-
вете от долната венечна устна (CHATER & WEBB 1978). В зависимост от съотно-
шението на прицветника към чашката и формата на венечните дялове, Ph. oxy-
loba може  да се отдели от групата, представена от Ph. mutelii, Ph. ramosa и Ph. 
nana (КОЖУХАРОВ 1992). TERYOKHIN (1997) обединява Ph. oxyloba с Ph. nana ка-
то подвид на Ph. ramosa и отделя Ph. mutelii от тази група. От друга страна, Ph. 
mutelii е често приеман в състава на Ph. ramosa, а Ph. oxyloba е отделян като са-
мостоятелен вид (CHATER & WEBB 1978; MUSSELMAN 1994). 

Съвременните филогенетични изследвания в Orobanchaceae се основа-
ват на секвениране на пластидни (MANEN et al. 2004; PARK et al., 2007a) и ядре-
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ни гени (PARK et al. 2007b; SCHNEEWEISS 2007). Филогенетичните изследвания 
във Phelipanche посредством ITS последователности (SCHNEEWEISS et al. 2004) 
подкрепят концепцията за филогенетичната независимост на рода и потвържда-
ват известните секции. 

Концепцията за Orobanchaceae в България до сега се е основавала глав-
но на морфологията на събраните образци. Последните изследвания на 
Phelipanche в България се основават на семенна морфология (STOYANOV 2005b) 
и перокдидсазни спектри (STOYANOV & STOYANOVA 2007). Комбинирането на 
класическите флористични с модерни молекулярно – таксономични методи ще 
позволи да изясним видовата и вътревидовата принадлежност на спорни таксо-
ни и да конкретизираме  таксономичното им положение.  

ISSR (INTER-SIMPLE SEQUENCE REPEATs) е един от широко използ-
ваните през последните години в молекулярната таксономия методи. Той е ба-
зиран на PCR амплификация при който се използват единични праймери с дъл-
жина 16-18 нд комплементарни на определени микросателитни секвенции. 
Праймерите могат да са закотвящи се или не закотвящи се в зависимост от това 
дали съдържат в 3’ или 5’ края си 2-4 арбитрарни нуклеотида (ZIETKIEWICZ et 
al., 1994). В ISSR-базираните изследвания най-често се използват ди- и тринук-
леотидни типове микросателити, защото те са характерни за ядрения геном, до-
като мононуклеотидните типове се характерни за хлоропластният геном. Всеки 
получен в резултат на ISSR продукт кореспондира с фрагмент геномна ДНК об-
градена от две микросателита с огледално обърнати секвенции (ZIETKIEWICZ et 
al., 1994; TSUMARA et al., 1996; NAGAOKA et al., 1997).  

ISSR методът е високо информативен и съчетава бързината на RAPD с 
надеждността на SSR методите. За разлика от SSR обаче при дизайна на прай-
мерите не е необходимо да се знае предварително таргетната секвенция.  

Високата надеждност и простота на ISSR метода сравнен с RFLP и 
RAPD, го правят предпочитан в таксономичните изследвания на различни ви-
дове. Тези особености, комбинирани с по-голямата възпроизводимост, правят 
този метод по-удобен от другите налични маркерни системи в изследване на 
генетични вариации с близко родствени видове (NAGAOKA & OGIHARA, 1997). 
Методът е приложим и в изследвания на подвидово и популационно ниво 
(BORNET & BRANCHARD, 2001)  

Целта на представеното изследване е да се изяснят с помощта на моле-
кулни маркери връзките между таксоните във Phelipanche от България. 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИ 

1) Събиране на проби и образци. Изследвани са образци от Ph. arenaria, 
Ph. purpurea, Ph. oxyloba, Ph. mutelii и Ph. ramosa в периода 2006-2007 г., съб-
рани от различни райони и гостоприемници. Всички образци са депозирани ка-
то ваучери в Хербариума  към Аграрен университет – Пловдив – SOA (таблица 
1). Сравнителни морфологични данни са използвани от хербариумите SOA, SO, 
SOM, W, WU и MA. 
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2) Изолация на геномна ДНК. Поради нетрайността на вегетативния 
материал, най-подходящи за изолация на ДНК при паразитните видове са цве-
товете, тъй като са богати на ДНК и са сравнително свободни от полифеноли и 
полизахариди. Използван е DNaesy plant mini kit, по оригиналния му протокол. 

3) ISSR-PCR реакции. Шест олигонуклеотидни праймера, с обща фор-
мула (MY)6RR, са използвани за ампликфикации. Праймерите носят в 3’-края 
по два арбитрарни пуринови нуклеотида. За оптимизиране на реакционните ус-
ловия, са тествани няколко PCR параметъра, включително ДНК концентрация 
(50-250 ng / реакция), концентрация на праймера (10-500 pmol / реакция) и брой 
цикли (25-40). Реакции без ДНК са използвани като негативни контроли. След 
определяне на оптималните условия, са проведени амплификации в 250 μl PCR 
епруветки съдържащи 2 μl (150 ng) DNA матрица; 1 μl праймер (100 mmol.l-1 
концентрация); 25 μl PCR мастър микс (Fermentas, Cat No K0171) и 22 μl вода 
свободна от ДНази (доставена с кита). PCR-реакциите са провеждани в PCR 
апарат Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems) при използване на следната 
програма: начална денатурация  на ДНК при 94° C – 5 min; след това 40 цикъла 
при 94° C – 1 мин; 50° C – 1 min и 30 s; 72° C – 3 min и финално удължаване при 
72° C за 2 min. PCR продуктите са смесени с 5 μl буфер за нанасяне (Fermentas 
#R0611) и разделяни посредством 1,5% агарозен гел, съдържащ 0.5 μg/ml ети-
диев бромид (крайна концентрация). Използван е 1х TAE буфер и електрическо 
напрежение 3,5 V/cm. Размерът на продуктите е определен чрез сравняване с 1 
kb ДНК маркер  (Fermentas GeneRuler#SM0311).  

Молекулярно-биологичните изследвания са проведени в лабораториите 
по Молекулярна биология към катедра „Физиология на растенията и молеку-
лярна биология“ към ПУ „Паисий Хилендарски.“  

4) Анализ на данни. Амплифицираните недвусмислени линии са отбеля-
зани като молекулни маси посредством програмата GelPro и след това ръчно са 
преразпределени в класове от молекулни маси за съставяне на матрица за от-
съствие/присъствие на бандове. Делът полиморфизъм на междувидово ниво е 
изчислен като пропорция на полиморфните локуси към общия брой локуси, от-
белязани за всички образци от същия таксон. За кластер анализите е използвана 
програмата PAST (HAMMER et al., 2001).  

Матриците с евклидови разстояния от всички резултати са сумирани на 
база таксономична значимост (консервативност) на комплементарните после-
дователности: 

n

rn
n

r

s
DD

D
10

10...10 1
1 ++

= , 

където:  D1..n – евклидово разстояние, изчислено между две проби с 
използването на всеки праймер, превърнато в проценти; 

r1 ... rn – ранг на консервативност за всеки праймер; 
n – брой използвани праймери. 
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Таблица 1. Изследвани образци 
 

MGRS 
позиция 

ориентир,  
височина 

гостоприемник дата, автори на сбора номер 
в SOA 

Ph. arenaria (Borkh.) Pomel:     
Северно Черноморие:     
35TPJ00 Чиракман, 26 m Tanacetum millefolium 15.06.2007; Стоянов, 

Пухядас & Перез* 
059202 

Централни Родопи:     
35TLG05 Марково, 460 m Achillea pectinata 17.06.2007; Стоянов 059203 
Ph. purpurea (Jacq.) Sojak:     
Тракийска низина:     
35TKG86 Триводици, 220 m A. millefolium 22.05.2006; Стоянов 059200 
Ph. oxyloba (Reut.) Sojak:     
Северно Черноморие:     
35TPJ10 Св. Никола, 70 m Centaurea solstitialis 15.06.2006; Стоянов, 

Пухядас & Перез* 
059204 

35TPJ21 Горун, 45 m ? 15.06.2006; Стоянов, 
Пухядас & Перез* 

059205 

Ph. mutelii (F.Schultz) Pomel:     
Централни Родопи:     
35TLG52 Комунига, 643 m Nicotiana tabacum 10.08.2006; Стоянов 059206

059207 
35TLG52 Пошево, 650 m N. tabacum 10.08.2006; Стоянов 059208 
Тракийска низина:     
35TKG85 Козарско, 241 m N. tabacum 1.08.2006; Христева & 

Стоянов 
059209 

35TKG85 Козарско, 241 m Lamium amplexicaule 2.05.2007; Христева 059210 
35TKG85 Козарско, 241 m Neslia paniculata 2.05.2007; Христева 059211 
Ph. ramosa (L.) Pomel:     
Западни Родопи:     
34TGM14 Дагоново, 820 m Nicotiana tabacum 14.09.2006; Стоянов 059212 

34TGM15 Юруково, 840 m N. tabacum 14.09.2006; Стоянов 059213 
Тракийска низина:     
35TKG85 Козарско, 246 m Xanthium italicum 1.08.2006; Христева & 

Стоянов 
059214 

35TKG85 Козарско, 246 m N. tabacum 1.08.2006; Христева & 
Стоянов 

059215
059216 

35TKG85 Козарско, 246 m Lycopersicon esculentum 1.08.2006; Христева & 
Стоянов 

059217 

35TKG85 Козарско, 246 m Brassica oleracea 1.08.2006; Христева & 
Стоянов 

059218 

35TLG16 Прослав, 172 m N. tabacum 7.09.2006; Стоянов 059219 
*  2006 г. – експедиция по проект COST849. 
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Рангът r се определя от нивото на разделяне. Най-висока консерватив-
ност (r = n-1) е дадена на праймера, който разделя пробите на познатите сек-
ции. Най-нисък ранг (r = 0) е даден на праймера, който не води до познато гру-
пиране. Изчислените стойности са въведени в нова диагонална матрица на разс-
тоянията и са използвани за конструиране на кладограма с помощта на T-Rex 
3.0a1 (Vladimir Makarenkov, University of Quebec in Monreal) с използване на 
метода Neighbour joining, която е визуализирана с PhyloDraw. 

РЕЗУЛТАТИ 

 
Фиг. 1. Получени фрагменти от p817 и p826 

Приложеният метод, в зависимост от използваните праймери, групира 
изследваните индивиди в секции (Arenariae и Phelipanche), видове и популации. 
Най-добро разделяне в рода се демонстрира с разпределението на p836 – про-
дукти (Фиг. 1). Секцията Arenariae винаги остава в собствен кластер.  Всички 
PCR продукти показват ясно разделяне между Ph. arenaria и Ph. purpurea. 
PCR – продуктикте от Ph. mutelii са повече или по-малко групирани в кластер с 
Ph. oxyloba. Изключение се наблюдава в продуктите от p836 и p817 – Ph. 
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oxyloba показва по-голямо подобие с Arenariae. Един образец от Ph. mutelii отк-
рит на Neslia има по-големи различия от останалите образци от същия вид и за-
ема междинна позиция между изследваните образци от sect. Phelipanche. 

 
Таблица 2. Получени фрагментни класове, молекулни маси на  

PCR фрагментите и рангове на консервативност 
 

праймер брой класове молекулни маси, kB (min-max) ранг 
p809 19 241 – 1426 1 
p817 19 63 – 1250 2 
p826 22 41 – 1336 4 
p836 20 198 – 1203 5 
p841 19 100 – 1026 3 
p891 22 191 – 1246 0 
 
 

 
Фиг. 2. Финална свободна кладограма на изследваните образци 

 
На базата на гореописаните резултати, и в зависимост от видимостта на 

получените бандове, е даден ранг на консервативност на всеки използван прай-
мер (Таблица 2). Използвайки дадените рангове и евклидовите разстояния, са 
преизчислени различията между образците, като от получената матрица е конс-
труирана свободна кладограма (Фиг. 2). 

Ph. ramosa 

Ph. oxyloba 

Ph. mutelii 

sect. Arenariae 
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ОБСЪЖДАНЕ 
Получената кладограма илюстрира високата прецизност на метода, като 

се различават секции, видове и популации. 
Високо подобие се наблюдава между изследваните образци от Ph. 

arenaria и Ph. purpurea.  
Образците в sect. Phelipanche могат да се разделят ясно на трите познати 

вида – Ph. oxyloba, Ph. mutelii и Ph. ramosa.  
Phelipanche oxyloba показва най-голяма близост до sect. Arenariae. Вероят-

но произходът на този вид е по-стар от Ph. mutelii и Ph. ramosa. 
Прави впечатление и групирането на всички образци от Ph. mutelii в един 

клад, независимо от локалитета или гостоприемника. Пробите от Ph. mutelii, съб-
рани от тютюн през август, се групират с образци, събрани от диви гостоприем-
ници  през май. От друга страна, се наблюдава ясен полиморфизъм, например 
един образец Ph. mutelii, открит на Neslia paniculata се отделя далеч от останалите 
проби и показва междинна позиция между Ph. ramosa и Ph. oxyloba. 

Изменчивостта на Ph. ramosa е по-висока от очакваната. Тя не е зависима 
от гостоприемниците, но образците от Западните Родопи показват големи разли-
чия в сравнение с тези от Тракийската низина.  

 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Представеното изследване е първото проучване на Phelipanche в България 

с използване на ISSR маркери. Липсата на групиране по гостоприемници при Ph. 
ramosa демонстрира независимостта на метода от условията на средата и в същото 
време показва липсата на тясна трофична специализация в рода. Групирането де-
монстрира и независимост на метода от рекомбинациите, които протичат в цвето-
вете. Праймерът p836 е комплементарен на най-консервативните последовател-
ности в генома на Phelipanche. Големите различия в sect. Phelipanche, открити с 
p817, p826 и p841 потвърждават таксономичната самостоятелност на Ph. ramosa, 
Ph. mutelii и Ph. oxyloba. Образецът с междинни белези подсказва междувидови 
взаимоотношения в sect. Phelipanche. 
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Five species of Phelipanche genus in Bulgaria are studied using ISSR mark-

ers – Phelipanche purpurea, Ph. arenaria, Ph. mutelii, Ph. oxyloba and Ph. ramosa. 
Dendrograms are constructed by the results of each primer and used for the construc-
tion of a cladogram. The results show a specific grouping of species and sections. 
Because the method is free of environment influence this approach could be used for 
better understanding of taxonomic relationships in Orobanchaceae. 


