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Introducere

Identifi carea polimorfi smului genetic în scopul aprecierii diversităţii genetice, 
selectării formelor parentale şi a caracterelor calitative şi cantitative prezintă o importanţă 
deosebită în procesul de obţinere a hibrizilor înalt productivi. Polimorfi smul 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 variabilităţii caracterelor ce determină polimorfi smul 
poate contribui la identifi carea marcherilor genetico-moleculari utilizaţi în analiza 
genetică şi fi logenetică [16, 17]. În aspect practic, analiza polimorfi smului genetic este 
primordială pentru rezolvarea problemelor de conservare a biodiversităţii [10, 15], 
ameliorarea la heterozis asistată de marcheri moleculari [11, 13, 15], etc. 

Fenomenul de heterozis este larg răspândit în natură şi rămâne a fi  în continuare 
una dintre cele mai actuale probleme ale geneticii şi ameliorării contemporane. Succesul 
selecţiei la heterozis este determinat de identifi carea şi studierea însuşirilor valoroase, 
inclusiv analiza polimorfi smului şi evidenţierea caracterelor complexe [1, 2, 8, 11].

Scopul lucrării constă în relevarea unor particularităţi genetice specifi ce prin 
analiza polimorfi smului RAPD-PCR la diverse genotipuri de castraveţi - linii, soiuri şi 
hibrizi F1 cu diferită productivitate şi corelarea acestora cu vigoarea hibridă şi efectul 
de heterozis.

Material şi metode

Investigaţiile au fost efectuate pe parcursul anilor 2003-2007 în cadrul 
laboratorului Securitate biologică al catedrei Biologie Vegetală, USM. Materialul de 
cercetare - şase hibrizi de castraveţi (Cucumis sativus L.) şi formele parentale ale acestora 
a fost oferit de Institutul de legumicultură şi irigaţie din Tiraspol (tab.1.). Experienţele 
s-au efectuat în trei repetări biologice şi au inclus genotipuri care formează o schemă 
dialelă incompletă.

Tabelul 1. Liniile parentale şi hibrizii de castraveţi utilizaţi în cercetare.

Forma 
parentală

Hibrizi cu productivitate
înaltă Varianta martor Hibrizi cu productivitate 

joasă
H 273 H 274 Vzglead Epilog H 6 H 7

♀ L 222 L 203 L 371 L 371 L 222 L 222
♂ L 203 L 316 Beregovoi Favorit Beregovoi Favorit

ADN-ul a fost izolat cu DNAzol (GIBCO BRL) şi cuantifi cat spectrofotometrtic 
[3]. Mediul de reacţie PCR (25μl) a inclus: 50 ng ADN, dNTP 200µM de fi ecare tip, 
primer 1 µM, 1,25 unităţi/pe reacţie GoTaq ADN-polimeraza (Promega), MgCl2 2,5 
mM. Programul de ampli  care: 95?C - 3 min urmat de 45 cicluri: 95?C – 1 min., 36?C – 1 
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min., 72ºC – 2 min. şi 72ºC –5 min. Ampliconii s-au analizat prin electroforeză în gel de 
agaroză 1,6%, bromură de etidiu 0,5 µg/ml şi au fost notaţi conform primerului asociat 
cu dimensiunea ampliconului, de ex.: P36800 – amplicon de 800 pb obţinut în reacţia PCR 
cu P36. Au fost utilizaţi opt primeri: P28 (GACCGCTTGT), P36 (CCGAATTCGC), 
P37 (CTGACCAGCC), P43 (AGTCAGCTGC), P44 (GGACCCCGCC), P46 
(GGTTGGGGAG), P48 (GCGGTGCTCG), P49 (GACAGCCTA).

Rezultate

Relevarea organizării genetice a organismului în baza analizei ADN-ului ca unitate 
structurală a genei, evitând încrucişarea şi acţiuni îndelungate de testări în câmp, rămâne 
a fi  una dintre direcţiile de perspectivă în ameliorarea plantelor. Aceste argumente au 
motivat o serie de analize RAPD-PCR cu utilizarea a opt primeri arbitrari. 

Toţi primerii testaţi au participat la amplifi care, rezultând un număr variabil de 
ampliconi. Primerii P43, P46, P48, P49 au generat pro  luri cu cate 1- 4 benzi comune 
pentru toate genotipurile homo- şi heterozigote studiate: P43470; P46500; P46290; P46180; 
P48480; P48290; P48150; P49920; P49800; P49750; P49600 (  g. 1. A; B; C; D), rezultate care 
ne-au determinat să le excludem din analizele ulterioare. 

Fig. 1. Profi lul ampliconilor RAPD obţinuţi cu primerii: P43 (A), 
P46 (B), P48 (C), P49 (D). 

M-martor; 1- ♂L216; 2- H 274; 3- ♀/♂L203; 4-♀L 222; 5- ♂ Beregovoi; 6- Vzglead; 
7- ♀L 371; 8- Epilog; 9- ♂Favorit; 10 -♀ L22; 11- H 6; 12- H 7.

Analiza polimorfi smului genetic la hibrizii cu productivitate înaltă. PCR -RAPD 
obţinut cu P28, P36, P37 şi P44 a pus în evidenţă spectre electroforetice heterogene 
atât după dimensiunea ampliconilor, cât şi după intensitatea fl uorescenţei, sugerând 
cantităţi diferite ale produsului de amplifi care. 

Astfel, profi lul hibrizilor experimentali cu productivitate înaltă obţinut cu primerul 
P28 a prezentat 12 ampliconi cu dimensiuni de la130 pînă la 830 pb (fi g. 2). Genotipurile 
formelor parentale ale hibrizilor H 274 şi H 273 conţin trei ampliconi comuni: P28480, 
P28500

 şi P28600, ultimii doi variind după intensitatea fl uorescenţei în funcţie de genotip. 
Restul 9 produse de ampli  care cu acest primer au prezentat un polimor  sm estimat ?
prin prezenţă/absenţă şi inclusiv - luminozitate. Liniile, homozigote paternă şi maternă, 
ale hibridului H 274 s-au caracterizat prin două (P28130; P28270) şi respectiv una (P28300) 
benzi polimorfe, toate trei fi ind cu fl uorescenţă slabă. Linia paternă a hibridului 273 
este similară liniei materne a hibridului H 274 (L 203). Cealaltă linie parentală a acestui 
hibrid – L 222, conţine două benzi polimorfe dintre care una similară după dimensiune 
cu linia paternă a hibridului H 274 (P28270) şi una cu greutate moleculară medie de 700 
pb (  g. 2). 
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 Hibrizii H 274 şi H 273 conţin şase şi respectiv 4 locusuri polimorfe. Studiul 
polimorfi smului molecular prin intermediul secvenţelor de ADN amplifi cate arbitrar cu 
primerul P36 a relevat prezenţa a 7 fragmente cu lungimea de 450-950 pb (fi g. 2).

 
Diversitatea genetică în cadrul hibrizilor omologaţi şi formelor parentale. 

Analiza RAPD a hibridului H 274 şi a formelor parentale a constatat şase benzi 
cu masa moleculară cuprinsă între 550-850 pb. Similar primerului analizat – P28, trei 
ampliconi cu aceeaşi greutate moleculară, însă diferiţi după conţinut au fost comuni 
pentru formele homo- şi heterozigote. Forma parentală 203 comună ambelor combinaţii 
de încrucişare nu conţine ampliconi specifi ci. Celelalte două forme parentale ale hibriz-
ilor analizaţi se deosebesc între ele atât prin numărul benzilor polimorfe, cât şi după in-
tensitatea fl uorescenţei. Linia paternă a hibridului H 274 conţine două benzi polimorfe 
P36800 şi P36900, iar cea maternă a hibridului H 273 o singură fracţie – P36900 . 

Primerul 37 a generat profi le cu şase secvenţe polinucleotidice dintre care 
două comune pentru toate genotipurile studiate: P37280 şi P371300. Aceşti ampliconi se 
deosebesc între ei după conţinut. P37280 s-a remarcat printr-o fl uorescenţă mai intensă 
comparativ cu ampliconul cu greutate moleculară mare - P371300. Majoritatea benzilor 
polimorfe au fost de o intensitate medie a luminozităţii (fi g. 2). Linia 203 s-a evidenţiat 
printr-o singură bandă polimorfă (P37480) care este moştenită şi de hibridul H 274. Linia 
paternă a acestui hibrid conţine doi ampliconi specifi ci P37560, şi P37900 care de asemenea 
sunt regăsiţi în profi lul genotipului heterozigot. H 274 se deosebeşte de ambele linii 
parentale prin prezenţa produsului de amplifi care P37600. Electroforegramele hibridului 
273 şi formelor parentale au pus în evidenţă cinci benzi cu masa moleculară cuprinsă 
între 280-1300 pb. Forma maternă se deosebeşte de cea paternă prin prezenţa a două 
benzi polimorfe cu greutate moleculară medie: P37560 şi P37900 cu o intensitate slabă a 
luminozităţii (fi g. 2). 

Spectrele electroforetice obţinute cu primerul P44 au prezentat un polimor  sm 
mai pronunţat determinat atât de genotip (homo- sau heterozigot), cât şi de modul 
de asociere în combinaţii de încrucişare. Acest primer a generat 12 componenţi 
polinucleotidici cu dimensiuni de 100 - 1000 pb variabili în conţinut (fi g.2). Profi lele 
RAPD ale primerului P44 au demonstrat trei produşi de amplifi care comuni pentru 
formele parentale şi hibrizii de prima generaţie - P44100, P44250 şi P44650. Linia paternă 
are două benzi polimorfe cu dimensiunea de 200 şi 500 pb. Linia maternă este mai 
heterogenă, prezentând patru benzi polimorfe dintre care banda de 330 pb în lungime 
este specifi că, lipsind la forma paternă şi la hibrid. Linia maternă a hibridului H 273 
de asemenea conţine patru benzi polimorfe, însă nici una dintre ele nu este specifi că. 
Toate secvenţele sunt prezente şi în genotipul homozigot patern (P44200, P44500 ) sau in 
cel heterozigot (P44380, P44400 ).

Analiza comparativă a spectrelor electroforetice a hibrizilor omologaţi 
Vzglead şi Epilog, inclusiv a formelor parentale ale acestora demonstrează, că produsele 
de ampli  care a ADN-ului cu primerul P28 s-au se parat în şase şi respectiv şapte 
componenţi electroforetici, dintre care patru au fost polimorfi . Lungimea fragmentelor 
de amplifi care a fost cuprinsă în limitele 270-730 pb (fi g. 3).
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Fig. 2. Pro  lul electroforetic RAPD generat de primerii P28,  P36, P37,  P44 la hibrizii 
înalt productivi şi formele parentale. 

M-martor; 1 - L216; 2 -H 274; 3 -L203; 4 -H 273; 5 -L222.

Ampliconii P28480; P28500 şi P28600 comuni pentru genotipurile hibrizilor cu 
productivitate înaltă sunt prezenţi şi la aceste genotipuri heterozigote şi homozigote, care 
de asemenea variază după intensitatea luminozităţii benzilor în cadrul unei combinaţii 
de încrucişare. În aspect comparativ formele parentale ale hibrizilor omologaţi se 
deosebesc de cele ale hibrizilor H 274 şi H 273 prin faptul, că toţi aceşti ampliconi sunt 
de o intensitate mai mare a luminozităţii la ambii hibrizi. Forma maternă a hibrizilor 
nu conţine benzi specifi ce spre deosebire de formele paterne care prezintă un amplicon 
P28270 în cazul soiului Beregovoi şi doi ampliconi P28700 şi P28730 in cazul soiului 
Epilog (fi g.3). Genotipul heterozigot Vzglead conţine trei benzi polimorfe dintre care 
P28270 prezent şi la forma paternă şi doi ampliconi P28310 şi P28700 care lipsesc la liniile 
parentale. Hibridul Epilog are un pro  l similar cu cel al F1 Vzglead. Acesta nu conţine 
ampliconul P28730 prezent la linia paternă.

Primerul arbitrar P36 a produs 5 ampliconi: trei comuni şi patru polimorfi  cu 
masa moleculară cuprinsă între 450 - 950 bp (fi g. 3). La nivelul spectrelor electroforetice 
ale liniilor parentale ale hibridului Epilog nu au fost relevate deosebiri calitative. Însă, 



85

spre deosebire de hibridul Vzglead, hibridul Epilog a moştenit toţi componenţii de la 
părinţi.  

Fig. 3.  Pro  lul electroforetic RAPD generat de primerii P28, P36, P37,  P44 la hibrizii  
omologaţi şi 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 incluzându-se în limita de valori ale greutăţii moleculare 280-1300 
pb. Spectrele RAPD ale ambelor combinaţii de încrucişare au constatat două benzi 
nespecifi ce de 280 şi1300 pb şi trei benzi polimorfe P37480, P37560 şi P37 900 (  g. 3). 

Paternele ampliconilor ale hibrizilor sunt asemănătoare, cu excepţia faptului, că 
F1 Vzglead conţine P37900 iar hibridul Epilog - P37560 care lipsesc la părinţi. ADN-ul 
acestor două familii amplifi cat cu primerul P44 a prezentat şapte benzi. Spre deosebire 
de formele parentale a hibrizilor experimentali cu productivitate înaltă, în profi lul 
obţinut cu acest primer s-au depistat 5 benzi comune formelor homo- şi heterozigote, 
inclusiv ampliconul P44500 care a prezentat polimorfi sm de prezenţă/absenţa la primele 
combinaţii de încrucişare analizate (fi g. 3). 
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Analiza polimorfi smului genetic la hibrizii cu productivitate joasă

Spectrele RAPD la hibrizii H 6 şi H 7 şi la formele lor parentale cu primerul 
P28 a stabilit prezenţa diferenţelor calitative şi cantitative. Genotipul matern comun 
ambilor hibrizi s-a caracterizat prin doi ampliconi polimor  : P28270 şi P28700. Formele 
paterne se deosebesc de cea maternă prin lipsa fracţiilor P28700 in cazul hibridului H 6 
şi lipsa P28270 corelat cu prezenţa ampliconului P28730 in cazul hibridului H 7 (  g. 4). 

Fig. 4 . Pro  lul electroforetic RAPD generat de primerii P28, P36, P37, P44 la hibrizii cu 
productivitate scăzută şi formele parentale. 

M-martor; 1- Beregovoi; 2- H6; 3-L 222; 4-H 7; 5- Favorit.

Hibrizii H 6 şi H 7 se caracterizează prin prezenţa a trei şi doi ampliconi polimorfi . 
O particularitate distinctivă în acest caz este faptul că P28270 este prezent la formele 
parentale ale H 6 iar P28700 - la cele ale hibridului H 7. Hibrizii se deosebesc intre ei la 
nivelul ampliconului cu dimensiunea de 310 pb care este prezent la H6 şi lipseşte la H7, 
inclusiv şi variaţii cantitative ale ampliconilor nespecifi ci. 

Paternele ampliconilor obţinute prin amplifi carea cu primerul P36 sunt 
caracterizate prin prezenţa a trei benzi nespecifi ce prezente la toate genotipurile 
analizate indiferent de combinaţia de încrucişare, o bandă polimorfă la hibridul H6 cu 
dimensiunea de 900 pb, care de altfel se conţine şi la linia maternă şi un amplicon specifi c 



87

P36450 în cazul hibridului H 7 (fi g. 4). La nivelul spectrelor obţinute cu primerul P37 
s-a constatat prezenţa a două benzi nespecifi ce şi trei secvenţe de ADN polimorfe de 
480 pb, 560 şi 900 pb (fi g.4). Analiza hibrizilor H 6 şi H 7 reprezintă similaritate la 
nivel tuturor produselor de ampli  care, insumand ampliconii de la formele parentale. 
Pro  lul RAPD generat de primerul 44 a demonstrat aceeaşi heterogenitate comparativ 
cu ceilalţi primeri, observată la analiza hibrizilor cu productivitate înaltă (fi g. 4). 

Generalizând rezultatele obţinute putem constata, că nivelul polimorfi smului 
diferă de la un genotip la altul, cel mai înalt grad al diversităţii genetice a fost înregistrat 
la hibrizii cu un heterozis superior, iar cel mai mic la hibrizii cu productivitate scăzută 
în special la H 7. Tabloul general al analizei RAPD (tab. 2) a evidenţiat un număr mai 
mic şi aproape constant (în aproximativ 50% din cazuri) de benzi la linia maternă în 
comparaţie cea paternă şi în special în raport cu F1. Cea mai mare heterogenitate s-a 
constatat la hibrizii de prima generaţie, unde numărul de benzi a variat între 5 şi 9 
produse de amplifi care. Mai informativi au fost primerii P28 şi P44. 

Tabelul 2. Numărul benzilor generate de primeri analizaţi prin RAPD-PCR.

Hibrizi cu:

efect de heterozis superior productivitate înaltă, 
omologaţi productivitate scăzută

H 274 H 273 Vzglead Epilog H6 H7

F1

P28 9 7 6 6 6 5
P36 5 5 4 5 4 5
P37 6 5 5 5 5 5
P44 7 8 7 5 7 5

♂

P28 5 4 4 5 4 5
P36 5 3 3 4 3 4
P37 4 3 3 5 3 4
P44 5 7 5 5 5 5

♀

P28 4 5 3 3 5 5
P36 3 4 4 4 4 4
P37 3 4 3 3 4 4
P44 7 7 7 7 7 7

Concluzii

Analiza spectrelor electroforetice ale ampliconilor RAPD-PCR la 12 genotipuri 
de castraveţi cu opt primeri arbitrari a permis să constatăm o heterogenitate înaltă a 
materialului ameliorativ, care refl ectă structura genotipică a liniilor şi hibrizilor incluşi 
in cercetare. 

Patru primeri au pus în evidenţă 1-4 ampliconi identici pentru toate genotipurile, 
iar alţi patru au evidenţiat un înalt grad de polimorfi sm. Cel mai înalt grad al diversităţii 
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 şi P44.
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