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Introducere

Identificarea polimorfismului genetic in scopul aprecierii diversitatii genetice,
selectarii formelor parentale si a caracterelor calitative si cantitative prezinta o importanta
deosebita in procesul de obtinere a hibrizilor inalt productivi. Polimorfismul poate fi
identi? cat la diverse nivele de organizare prin analiza caracterelor morfo ziologice [4,
18, 19], biochimice [11, 12], citogenetice [5, 6, 9], moleculare [7, 10, 12, 13] etc. In
aspect fundamental, cercetarea variabilitatii caracterelor ce determind polimorfismul
poate contribui la identificarea marcherilor genetico-moleculari utilizati in analiza
genetica si filogenetica [16, 17]. In aspect practic, analiza polimorfismului genetic este
primordiala pentru rezolvarea problemelor de conservare a biodiversitatii [10, 15],
ameliorarea la heterozis asistatd de marcheri moleculari [11, 13, 15], etc.

Fenomenul de heterozis este larg raspandit In naturd si raméane a fi in continuare
una dintre cele mai actuale probleme ale geneticii si ameliorarii contemporane. Succesul
selectiei la heterozis este determinat de identificarea si studierea insusirilor valoroase,
inclusiv analiza polimorfismului si evidentierea caracterelor complexe [1, 2, 8, 11].

Scopul lucrarii constd in relevarea unor particularitati genetice specifice prin
analiza polimorfismului RAPD-PCR la diverse genotipuri de castraveti - linii, soiuri §i
hibrizi F, cu diferitd productivitate si corelarea acestora cu vigoarea hibrida si efectul
de heterozis.

Material si metode

Investigatiile au fost efectuate pe parcursul anilor 2003-2007 in cadrul
laboratorului Securitate biologica al catedrei Biologie Vegetala, USM. Materialul de
cercetare - sase hibrizi de castraveti (Cucumis sativus L.) si formele parentale ale acestora
a fost oferit de Institutul de legumicultura si irigatie din Tiraspol (tab.1.). Experientele
s-au efectuat in trei repetari biologice si au inclus genotipuri care formeaza o schema
dialeld incompleta.

Tabelul 1. Liniile parentale si hibrizii de castraveti utilizati in cercetare.

Hibrizi cu productivitate . Hibrizi cu productivitate
Forma PR Varianta martor R
inalta joasa
parentala -
H 273 H 274 Vzglead Epilog H 6 H7
Q L 222 L 203 L 371 L 371 L 222 L 222
3 L 203 L 316 Beregovoi Favorit Beregovoi Favorit

ADN-ul a fost izolat cu DNAzol (GIBCO BRL) si cuantificat spectrofotometrtic

[3]. Mediul de reactie PCR (25ul) a inclus: 50 ng ADN, dNTP 200uM de fiecare tip,
primer 1 uM, 1,25 unitati/pe reactiec GoTaq ADN-polimeraza (Promega), MgCl, 2,5
mM. Programul de ampli care: 95?C - 3 min urmat de 45 cicluri: 95?C—-1min., 367C-1
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min., 72°C —2 min. si 72°C —5 min. Ampliconii s-au analizat prin electroforeza in gel de
agaroza 1,6%, bromura de etidiu 0,5 ug/ml si au fost notati conform primerului asociat
cu dimensiunea ampliconului, de ex.: P36, —amplicon de 800 pb obtinut in reactia PCR
cu P36. Au fost utilizati opt primeri: P28 (GACCGCTTGT), P36 (CCGAATTCGC),
P37 (CTGACCAGCC), P43 (AGTCAGCTGC), P44 (GGACCCCGCC), P46
(GGTTGGGGAGQG), P48 (GCGGTGCTCG), P49 (GACAGCCTA).

Rezultate

Relevarea organizarii genetice a organismului in baza analizei ADN-ului ca unitate
structurald a genei, evitind incrucisarea si actiuni indelungate de testari in camp, rimane
a fi una dintre directiile de perspectivd in ameliorarea plantelor. Aceste argumente au
motivat o serie de analize RAPD-PCR cu utilizarea a opt primeri arbitrari.

Toti primerii testati au participat la amplificare, rezultand un numar variabil de
ampliconi. Primerii P43, P46, P48, P49 au generat pro luri cu cate 1- 4 benzi comune
pentru toate genotipurile homo- si heterozigote studiate: P43, ; P46_; P46,, : P46 . ;
P48,.; P48, P48, ; P49 ,; P49, : P49 . P49  ( 9.1 A; B; C; D), rezultate care
ne-au determinat s le excludem din analizele ulterioare.

Fig. 1. Profilul ampliconilor RAPD obtinuti cu primerii: P43 (A),
P46 (B), P48 (C), P49 (D).
M-martor; 1- 3L216; 2- H 274; 3- Q/3L203; 4-QL 222; 5- & Beregovoi, 6- Vzglead;
7- QL 371; 8- Epilog; 9- SFavorit; 10-Q L22; 11-H 6, 12-H 7.

e —

Analiza polimorfismului genetic la hibrizii cu productivitate inalta. PCR -RAPD
obtinut cu P28, P36, P37 si P44 a pus in evidenta spectre electroforetice heterogene
atat dupa dimensiunea ampliconilor, cat si dupd intensitatea fluorescentei, sugerand
cantitati diferite ale produsului de amplificare.

Astfel, profilul hibrizilor experimentali cu productivitate inalta obtinut cu primerul
P28 a prezentat 12 ampliconi cu dimensiuni de la130 pina la 830 pb (fig. 2). Genotipurile
formelor parentale ale hibrizilor H 274 si H 273 confin trei ampliconi comuni: P28,
P28,,,51P28,,, ultimii doi variind dupa intensitatea fluorescentei in functie de genotip.
Restul 9 produse de ampli?care cu acest primer au prezentat un polimor sm estimat
prin prezenta/absenta si inclusiv - luminozitate. Liniile, homozigote paterna si materna,
ale hibridului H 274 s-au caracterizat prin doud (P28 , ; P28, ) si respectiv una (P28, )
benzi polimorfe, toate trei fiind cu fluorescenta slaba. Linia paternd a hibridului 273
este similara liniei materne a hibridului H 274 (L 203). Cealalta linie parentala a acestui
hibrid — L 222, contine doud benzi polimorfe dintre care una similara dupa dimensiune
cu linia paternd a hibridului H 274 (P28,, ) si una cu greutate moleculara medie de 700

pb( g.2).
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Hibrizii H 274 si H 273 contin sase si respectiv 4 locusuri polimorfe. Studiul
polimorfismului molecular prin intermediul secventelor de ADN amplificate arbitrar cu
primerul P36 a relevat prezenta a 7 fragmente cu lungimea de 450-950 pb (fig. 2).

Diversitatea genetica in cadrul hibrizilor omologati si formelor parentale.

Analiza RAPD a hibridului H 274 si a formelor parentale a constatat sase benzi
cu masa moleculara cuprinsa intre 550-850 pb. Similar primerului analizat — P28, trei
ampliconi cu aceeasi greutate moleculara, insa diferiti dupa continut au fost comuni
pentru formele homo- si heterozigote. Forma parentala 203 comuna ambelor combinatii
de Incrucisare nu contine ampliconi specifici. Celelalte doua forme parentale ale hibriz-
ilor analizati se deosebesc ntre ele atat prin numarul benzilor polimorfe, cat si dupa in-
tensitatea fluorescentei. Linia paterna a hibridului H 274 contine doud benzi polimorfe
P36,,, si P36, iar cea materna a hibridului H 273 o singura fractie — P36, .

Primerul 37 a generat profile cu sase secvente polinucleotidice dintre care
doud comune pentru toate genotipurile studiate: P37, si P37, . Acesti ampliconi se
deosebesc intre ei dupd continut. P37, s-a remarcat printr-o fluorescentd mai intensa
comparativ cu ampliconul cu greutate moleculard mare - P37 , . Majoritatea benzilor
polimorfe au fost de o intensitate medie a luminozitatii (fig. 2). Linia 203 s-a evidentiat
printr-o singurd banda polimorfa (P37 ) care este mostenita si de hibridul H 274. Linia
paternd a acestui hibrid contine doi ampliconi specifici P37, §iP37, care de asemenea
sunt regasiti in profilul genotipului heterozigot. H 274 se deosebeste de ambele linii
parentale prin prezenta produsului de amplificare P37, . Electroforegramele hibridului
273 si formelor parentale au pus in evidenta cinci benzi cu masa moleculara cuprinsa
intre 280-1300 pb. Forma materna se deosebeste de cea paternd prin prezenta a doua
benzi polimorfe cu greutate molecularda medie: P37, si P37, cu o intensitate slabd a
luminozitatii (fig. 2).

Spectrele electroforetice obtinute cu primerul P44 au prezentat un polimor sm
mai pronuntat determinat atdt de genotip (homo- sau heterozigot), cat si de modul
de asociere in combinatii de incrucisare. Acest primer a generat 12 componenti
polinucleotidici cu dimensiuni de 100 - 1000 pb variabili in continut (fig.2). Profilele
RAPD ale primerului P44 au demonstrat trei produsi de amplificare comuni pentru
formele parentale i hibrizii de prima generatie - P44, P44, si P44 Linia paterna
are doud benzi polimorfe cu dimensiunea de 200 si 500 pb. Linia materna este mai
heterogena, prezentand patru benzi polimorfe dintre care banda de 330 pb in lungime
este specifica, lipsind la forma paterna si la hibrid. Linia maternd a hibridului H 273
de asemenea contine patru benzi polimorfe, insa nici una dintre ele nu este specifica.
Toate secventele sunt prezente si in genotipul homozigot patern (P44, P44, /) sau in
cel heterozigot (P44, P44, ).

Analiza comparativd a spectrelor electroforetice a hibrizilor omologati
Vzglead si Epilog, inclusiv a formelor parentale ale acestora demonstreaza, cd produsele
de ampli care a ADN-ului cu primerul P28 s-au se parat in sase §i respectiv sapte
componenti electroforetici, dintre care patru au fost polimorfi. Lungimea fragmentelor
de amplificare a fost cuprinsa in limitele 270-730 pb (fig. 3).
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Fig. 2. Pro lul electroforetic RAPD generat de primerii P28, P36, P37, P44 la hibrizii
inalt productivi si formele parentale.
M-martor; 1 - L216; 2 -H 274; 3 -L203; 4 -H 273; 5 -L222.

Ampliconii P28,,; P28, si P28, comuni pentru genotipurile hibrizilor cu
productivitate inalta sunt prezenti si la aceste genotipuri heterozigote si homozigote, care
de asemenea variaza dupa intensitatea luminozitatii benzilor in cadrul unei combinatii
de incrucisare. In aspect comparativ formele parentale ale hibrizilor omologati se
deosebesc de cele ale hibrizilor H 274 si H 273 prin faptul, ca toti acesti ampliconi sunt
de o intensitate mai mare a luminozitatii la ambii hibrizi. Forma materna a hibrizilor
nu contine benzi specifice spre deosebire de formele paterne care prezintd un amplicon
P28,,, in cazul soiului Beregovoi si doi ampliconi P28, si P28, in cazul soiului
Epilog (fig.3). Genotipul heterozigot Vzglead contine trei benzi polimorfe dintre care
P28,,,prezent si la forma paternd si doi ampliconi P28, 'si P28, ~care lipsesc la liniile
parentale. Hibridul Epilog are un pro | similar cu cel al F, Vzglead. Acesta nu contine
ampliconul P28, prezent la linia paterna.

Primerul arbitrar P36 a produs 5 ampliconi: trei comuni si patru polimorfi cu
masa moleculara cuprinsa intre 450 - 950 bp (fig. 3). Lanivelul spectrelor electroforetice
ale liniilor parentale ale hibridului Epilog nu au fost relevate deosebiri calitative. Insa,
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spre deosebire de hibridul Vzglead, hibridul Epilog a mostenit toti componentii de la
parinti.
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Fig. 3. Pro lul electroforetic RAPD generat de primerii P28, P36, P37, P44 la hibrizii
omologati si formele parentale.
M-martor; 1- Beregovoi; 2- Vzglead; 3-L 371; 4-Epilog; 5- Favorit.

Genotipurile studiate cu primerul P37 au fost caracterizate prin 5 locusuri,
ampliconii incluzandu-se in limita de valori ale greutatii moleculare 280-1300
pb. Spectrele RAPD ale ambelor combinatii de incrucisare au constatat doud benzi
nespecifice de 280 §i1300 pb si trei benzi polimorfe P37,.,, P37, si P37 . ( g. 3).

Paternele ampliconilor ale hibrizilor sunt aseméanatoare, cu exceptia faptului, ca
F, Vzglead contine P37, iar hibridul Epilog - P37, care lipsesc la parinti. ADN-ul
acestor doua familii amplificat cu primerul P44 a prezentat sapte benzi. Spre deosebire
de formele parentale a hibrizilor experimentali cu productivitate inaltd, in profilul
obtinut cu acest primer s-au depistat 5 benzi comune formelor homo- si heterozigote,
inclusiv ampliconul P44, care a prezentat polimorfism de prezentd/absenta la primele
combinatii de incrucisare analizate (fig. 3).
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Analiza polimorfismului genetic la hibrizii cu productivitate joasa

Spectrele RAPD la hibrizii H 6 si H 7 si la formele lor parentale cu primerul
P28 a stabilit prezenta diferentelor calitative si cantitative. Genotipul matern comun
ambilor hibrizi s-a caracterizat prin doi ampliconi polimor : P28, si P28, Formele

paterne se deosebesc de cea maternd prin lipsa fractiilor P28, in cazul hibridului H 6

si lipsa P28, corelat cu prezenta ampliconului P28,,,in cazul hibriduluiH 7 ( g. 4).
H6 H7
2L222 x & Beregovoi 2L 222 x & Favorit
P28: 5 -GACCGCITIGI3
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Fig. 4 . Pro lul electroforetic RAPD generat de primerii P28, P36, P37, P44 la hibrizii cu
productivitate scazuta si formele parentale.
M-martor; 1- Beregovoi; 2- H6; 3-L 222; 4-H 7; 5- Favorit.

Hibrizii H 6 i H 7 se caracterizeaza prin prezenta a trei si doi ampliconi polimorfi.
O particularitate distinctivd in acest caz este faptul ca P28 este prezent la formele
parentale ale H 6 iar P28, - la cele ale hibridului H 7. Hibrizii se deosebesc intre ei la
nivelul ampliconului cu dimensiunea de 310 pb care este prezent la H6 si lipseste la H7,
inclusiv si variatii cantitative ale ampliconilor nespecifici.

Paternele ampliconilor obtinute prin amplificarea cu primerul P36 sunt
caracterizate prin prezenta a trei benzi nespecifice prezente la toate genotipurile
analizate indiferent de combinatia de incrucisare, o banda polimorfa la hibridul H6 cu
dimensiunea de 900 pb, care de altfel se contine i la linia materna si un amplicon specific
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P36450 in cazul hibridului H 7 (fig. 4). La nivelul spectrelor obtinute cu primerul P37
s-a constatat prezenta a doud benzi nespecifice si trei secvente de ADN polimorfe de
480 pb, 560 si 900 pb (fig.4). Analiza hibrizilor H 6 si H 7 reprezintd similaritate la
nivel tuturor produselor de ampli care, insumand ampliconii de la formele parentale.
Pro lul RAPD generat de primerul 44 a demonstrat aceeasi heterogenitate comparativ
cu ceilalti primeri, observata la analiza hibrizilor cu productivitate inalta (fig. 4).

Generalizand rezultatele obtinute putem constata, ca nivelul polimorfismului
difera de la un genotip la altul, cel mai inalt grad al diversitatii genetice a fost inregistrat
la hibrizii cu un heterozis superior, iar cel mai mic la hibrizii cu productivitate scazuta
in special la H 7. Tabloul general al analizei RAPD (tab. 2) a evidentiat un numar mai
mic si aproape constant (in aproximativ 50% din cazuri) de benzi la linia materna in
comparatie cea paternd si in special in raport cu F,. Cea mai mare heterogenitate s-a
constatat la hibrizii de prima generatie, unde numarul de benzi a variat intre 5 si 9
produse de amplificare. Mai informativi au fost primerii P28 si P44.

Tabelul 2. Numirul benzilor generate de primeri analizati prin RAPD-PCR.

Hibrizi cu:

productivitate inalta,
omologati

H 274 H 273 Vzglead Epilog
7 6 6

efect de heterozis superior productivitate scizuti

Genotip
Primeri

I
=)
I
~

P28
P36
t| pa7
P44
P28
P36
P37
P44
P28
P36
P37
P44

©
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Concluzii

Analiza spectrelor electroforetice ale ampliconilor RAPD-PCR la 12 genotipuri
de castraveti cu opt primeri arbitrari a permis sd constatim o heterogenitate inaltd a
materialului ameliorativ, care reflectd structura genotipica a liniilor si hibrizilor inclusi
in cercetare.

Patru primeri au pus 1n evidenta 1-4 ampliconi identici pentru toate genotipurile,
iar alti patru au evidentiat un inalt grad de polimorfism. Cel mai inalt grad al diversitatii
genetice a fost relevat la H 273, iar cel mai mic la H 7. Cel mai inalt polimor sm
molecular a fost relevat la analiza RAPD-PCR cu primerii P28 si P44.
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