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Conform unor date, la tomate au fost detectaţi mai mulţi loci particulari de 
rezistenţă pentru Fusarium spp., unii din ei, prin aceeaşi locaţie cromozomială,  
prezentând origini evoluţioniste comune [7]. S-au găsit markeri moleculari ADN care 
corelează speci c cu rezistenţa la o lirea fuzariană [12] sau la fuzarioza radiculară [2]. 
Majoritatea studiilor consacrate identi cării bazei genetice a caracterelor complexe nu 
iau în calcul interacţiunile genotip x mediu [10] şi genice, datorită cărui fapt efectul 
fenotipic al unui locus depinde de genotipul altui locus, a câtorva sau mai multor loci. 
În contextul vizat, este deosebit de importantă punerea în evidenţă a dependenţelor sau 
legăturilor asociative între potenţialul fenotipic al caracterelor cantitative, inclusiv, a 
celor de rezistenţă şi componentele genetice de variaţie a locilor majori [6, 9]. În cazul 
caracterelor cantitative, epistaziile prezintă situaţia generală, în care fenotipul unui 
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genotip al locusului nu poate   prezis doar în baza însumării efectelor locilor separaţi 
[1]. Interacţiunile complexe ale alelelor cu mediul intern şi extern fac ca pronosticul 
comportamental al acestora să  e destul de rezervat [11]. Scopul prezentelor cercetări 
a constat în stabilirea legăturilor asociative între reacţia imunologică a plantelor de 
tomate la izolatele virulente de F.oxysporum şi particularităţile polimor smului ADN.

Material şi metode

Material. În cercetare s-au utilizat genotipurile/populaţiile de tomate: 1 – Mestnâi 
(430), 2 – Costral (431), 3 – BC

3 
(Costral x Mestnâi) x Mestnâi (432), 4 – BC

3 
(Costral 

x Mestnâi) x Costral (433), 5 – F
4 
Costral x Mestnâi (434), 6 – Burnley Metrou (435), 

7 – Saladette (436), 8 – BC
3 
(Burnley Metro x Saladette) x Saladette (437), 9 – BC

3 

(Burnley Metro x Saladette) x Burnley Metrou (438), 10 – F
4
 Burnley Metro x Saladette 

(439), 11 – Noviciok (440), 12 – Balkan (441), 13 – BC
3 
(Noviciok x Balkan) x Balkan 

(442), 14 –  BC
3
 (Noviciok x Balkan) x Noviciok (443), 15 – F

4
 Noviciok x Balkan 

(444), 16 – F
4 
Sunmark x Mestnâi (445), 17 – Sunmark (446). Cercetări imunologice. În 

legătură cu faptul că manifestarea fuzariozei radiculare este  mai pronunţată pe fundal de 
temperatură joasă nefavorabilă, s-a procedat la testarea reacţiei unui set de genotipuri/
populaţii perspective de tomate la  ltratele de cultură (FC) ale 3 izolate virulente de 
F.oxysporum var.orthoceras în condiţii de climocameră, la temperatura 10ºC (stresantă 
pentru tomate), timp de 21 zile, la etapa de germinaţie. Pentru combinaţiile backcross 
s-a aplicat alternanţa de temperatură a câte 2 zile: 23/10/23ºC în scopul iniţierii creşterii 
(23ºC), acţiunii factorului stresant (10ºC) şi, ulterior, asigurării proceselor reparatorii 
(23ºC). Analiza moleculară a genotipurilor de tomate. Genotipurile de tomate şi 
populaţiile de tomate au fost analizate molecular prin metoda ISSR-PCR (Inter-Simple 
Sequence Repeat – Polymerase Chain Reaction) [5, 8]. Metoda ISSR permite estimarea 
integrală a variabilităţii genomului (prin ampli carea regiunilor intermicrosatelitice) 
şi se caracterizează prin reproductibilitate înaltă, dar nu presupune cunoaşterea 
regiunilor  ancante, ceea ce este foarte util în cazul genomurilor, a căror date despre 
structura primară sunt limitate. Succesiunea nucleotidică a primerilor ISSR utilizaţi 
este prezentată în tab.1.

          Tabelul 1. Lista primerilor ISSR

Nr.
Denumirea 
primerului

Succesiune nucleotidică Lungime (b.a.)

1 M3 5’   - GAGAGAGAGAGAGAGA(C/T)C 21

2 M4 5’   - AGAGAGAGAGAGAGAG(C/T)C 21

3 M7 5’   - CAGCAGCAGCAGCAG 15

4 М14 5’   - GACAGACAGACAGACA 16

Extragerea ADN. S-a efectuat din 17 genotipuri de tomate (pooling din 5 plantule 
individuale ale  ecărui genotip). Izolarea ADN s-a realizat în conformitate cu 
protocolul Murray, Thompson (1980) [4] şi unele modi cări elaborate în lab. Genetică 
moleculară. ADN a fost dizolvat în apă distilată tratată cu DEPC (dietilpirocarbonat) 
sau în Tris.HCl (pH 8; 1M) + EDTA (acid etilendiamintetraacetic, 0.5M). Analiza 
calităţii probelor de ADN s-a efectuat prin electroforeză în geluri de agaroză de 1% şi 
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soluţie tampon 1xTAE (Tris-acetat-EDTA). Ampli carea ADN. Reacţiile PCR au fost 
realizate pe Applied Biosystems 2720 thermal cycler. Amestecul de reacţie a inclus: 
0.5U/µl Taq-polymerază (DreamTaq, Fermentas); 1× soluţie tampon pentru PCR (cu 
conţinut de Mg2+); dNTP (2,5 mM  ecare); primeri (concentraţia reacţională egală cu 
1µM); matriţă; apă deionizată până la volumul  nal de 20µl. Programul de ampli care: 
I – 94°C – 1 min. 30 sec.; II – 94°C – 40 sec., 58°C – 45 sec., 72°C – 1 min. 30 sec.  
x  50 cicluri; III –  94°C – 40 sec., 56°C – 45 sec., 72°C – 1 min. 30 sec.; VI – 72°C 
– 5 min. Vizualizarea rezultatelor ampli cării. S-a efectuat prin electroforeză în gel 
de agaroză de 2,5% în soluţie tampon 1 x TAE, la o tensiune de 10 V/cm, în UV, cu 
lungimea de undă de 305 nm, la transiluminator. Pentru introducerea probelor în gel, 
s-au utilizat 1/10 volume 10x amestec de bromfenol albastru. 

Acţiunile şi interacţiunile genice au fost calculate conform modelului Gamble [3].
Analiza statistică a datelor obţinute s-a efectuat în pachetul de soft STATISTICA 7.                                                       

Rezultate şi discuţii

La majoritatea genotipurilor/populaţiilor de tomate testate s-au constatat diminuări 
ale lungimii rădăciniţei în variantele cu FC F.oxysporum var.orthoceras. În cercetările 
anterioare, s-a stabilit o dependenţă pronunţată între lungimea rădăciniţei, nivelul 
de germinaţie (indice al rezistenţei genotipurilor la temperaturi diminuate – 10ºC) şi 
fuzarioză radiculară la etapă timpurie a ontogenezei. Astfel, lungimea rădăciniţei poate 
  considerată nu doar o particularitate genotipică, ci şi un test-obiect al rezistenţei 
la aceşti 2 factori – biotic (FC) şi abiotic (10ºC) stresanţi. După cum rezultă din 
datele prezentate în  gura 1, genotipurile/populaţiile 5, 6, 8, 10, 11, 15 au manifestat 
sensibilitate la toate cele 3 FC ale izolatelor F.oxysporum var.orthoceras. 

Prin analiză bifactorială a varianţei, s-a constatat că cea mai mare pondere în sursa 
de variaţie a lungimii rădăciniţei a prezentat factorul genotipic, ceea ce are importanţă 
practică în vederea perspectivei de elucidare a genotipurilor cu rezistenţă complexă la 
fuzarioză şi temperatură joasă nefavorabilă la etape timpurii ale ontogenezei  (tab.2).

Conform datelor prezentate (tab.3), acţiunile (a – aditive, d – dominante) şi 
interacţiunile (tip aa – aditiv x aditiv, ad – aditiv x dominant, dd – dominant x dominant) 
genice implicate în reacţia genotipurilor/populaţiilor la condiţii abiotice nefavorabile 
(23/10/23°C) şi acţiunea asociată a acestora cu FC au fost diferite după nivel şi orientare 
– în direcţia măririi (+) sau micşorării (-) caracterului. Aceste particularităţi au depins 
atât de condiţii, cât şi de combinaţie. În majoritatea cazurilor, genele dominante, 
interacţiunile epistatice de tip aa, ad şi forţele aditive (detaşat diminuate) au prezentat 
factorii care au contribuit la mărirea valorilor lungimii rădăciniţei, adică a rezistenţei.

De menţionat că soiul Mestnâi, cu capacitate de transmitere ereditară a rezistenţei 
la fuzarioza radiculară a prezentat o manifestare mai e cientă pe fundalul genetic al 
soiului Costral, decât pe cel al soiului Sunmark, ceea ce relevă implicarea epistaziilor 
în formarea caracterului de rezistenţă. Testele moleculare au demonstrat că genotipurile 
şi populaţiile a ate în studiu au prezentat un polimor sm pronunţat în baza primerilor 
ISSR (tab.4,  g.2).

Pentru a stabili capacitatea diferenţiatoare a primerilor ISSR utilizaţi, s-a aplicat 
analiza clusteriană (metoda k-medii), pentru clasi carea genotipurilor/populaţiilor în 3 
categorii, în baza numărului de ampliconi – mic, mediu, mare.
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Fig.1. Lungimea rădăciniţei la genotipuri şi populaţii hibride de tomate sub in uenţa 
FC F.oxysporum var.orthoceras,  la temperatura 10°C.  Pe orizontală: 1 – 430; 2 –  431; 
3 –  432; 4 – 433; 5 – 434; 6 – 435; 7 – 436; 8 – 437; 9 –438; 10 – 439; 11 – 440; 12 – 441; 
13 – 442; 14 – 443; 15 – 444; 16 – 445; 17 – 446. Pe verticală în dreapta: 1 – martor; 
2 – FC 1; 3 – FC 2; 4 – FC 3.

Tabelul 2. Analiza factorială a relaţiilor genotip de tomate x izolate F.oxysporum var.
orthoceras la temperatura 10ºC

Sursă de variaţie Grade de libertate
Suma medie a 

pătratelor
Contribuţia sursei 

de variaţie (%)

Genotipul plantei 16* 4348,7* 81,1

Izolată   3*   809,4* 15,1

Genotip x izolată 48*   203,3*   3,8
 * – suport statistic al testului F.

Tabelul 3. Efectele genice implicate în creşterea rădăciniţei de tomate în diferite 
condiţii, biotice şi abiotice 

Combinaţia backcross a d aa ad dd

                         Martor (23/10/23°C)

Sunmark x Mestnâi 1,0±3,2 21,6±0,1* 38,0±2,1* 24,3±2,9* -128,0±2,4*

Costral x Mestnâi 4,8±2,4* 46,0±1,7* 46,2±1,7* 33,9±2,3*   -56,0±2,0*

B. Metro x  Saladette 6,7±1,5*   5,3±1,0*   0,6±1,0 14,5±1,4*     -2,9±1,1*

Noviciok x Balcan 1,9±1,3  -9,0±1,5* -17,7±1,4* 18,8±1,5*    57,7±1,5*

23/10/23°C + FC F.oxysporum var.orthoceras

Sunmark x Mestnâi 20,2±1,4*  26,6±0,8*  33,3±0,8* -7,6±1,4* -60,8±1,0*

Costral x Mestnâi    1,9±1,7  14,5±0,8*  16,6±0,8* 13,9±1,6* -16,0±1,2*

B.Metro x  Saladette   7,5±1,5*  10,4±0,7*  12,1±0,8* 15,9±1,4* -12,3±1,0*

Noviciok x Balcan    -0,6±1,2 -17,2±1,0* -18,0±1,0*   4,8±1,1* 14,8±1,0*
* - suport statistic al testului F.
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Tabelul 4. Polimor smul ADN la diverse genotipuri şi populaţii de tomate

Nr. Genotipuri/populaţii
Numărul ampliconilor generaţi de primerii:

M3 M4 M7 M14

1 430 1 4 8 7

2 431 0 4 6 8

3 432 4 6 8 5

4 433 1 4 8 7

5 434 2 1 5 0

6 435 4 1 4 0

7 436 3 4 9 8

8 437 2 4 4 0

9 438 0 2 7 0

10 439 4 6 4 5

11 440 3 3 6 9

12 441 1 1 4 3

13 442 1 5 8 7

14 443 1 7 4 3

15 444 1 6 4 4

16 445 1 2 4 3

17 446 1 5 5 7
                                             
 După cum rezultă din datele obţinute, cea mai distinctă deosebire între clustere, 

s-a produs în cazul primerilor M14 şi M4, urmată  ind de primerul M7. Primerul M3, 
practic, n-a diferenţiat genotipurile/populaţiile, adică acestea au fost, relativ, similare 
(Fig.3). Examinând datele din tab. 4, se vede că numărul ampliconilor obţinuţi în 
baza acestui primer a variat în limitele 0…4 – număr mai restrâns decât în cazul altor 
primeri. 

În legătură cu aceasta, pentru cercetarea gradului de asemănare a genotipurilor/
populaţiilor în baza markerilor ISSR şi corelarea acestuia cu similitudinea reacţiei 
fenotipice la izolatele F.oxysporum var.orthoceras, s-a procedat la excluderea acestui 
primer din analizele ulterioare. Prin compararea dendrogramelor de distribuţie (Fig.4) 
a formelor luate în studiu în baza numărului de fragmente ADN ampli cate şi lungimii 
rădăciniţei, s-a constatat că 8 genotipuri/populaţii (1, 2, 3, 4, 7, 13, 14, 17)  din 11, 
adică 72,7% se caracterizează prin omologie înaltă în ceea ce priveşte ampli carea mai 
frecventă a fragmentelor de ADN în baza primerilor ISSR (M4, M7, M14) au format 
cluster comun în baza valorilor înalte ale lungimii rădăciniţei la acţiunea celor 3 FC 
F.oxysporum var.orthoceras, adică a rezistenţei. Necoincidenţa totală a repartiţiei în 
baza criteriilor analizate, ar putea   explicată prin fenomenul de interacţiune genică. 
De exemplu, populaţiile cu participarea unui genitor comun – Mestnâi: F

4
 Costral x 

Mestnâi (5) şi F
4
 Sunmark x Mestnâi (16) au prezentat similitudine în baza numărului 

de fragmente ampli cate, dar s-au deosebit în ceea ce priveşte lungimea rădăciniţei.
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A

Fig. 2. Rezultatele ampli cării 
ISSR cu ajutorul primerilor M4 
(A), M7 (B), M14 (C). 

M – 100 bp DNA Ladder (New 
England BioLabs). 

Genotipurile/populaţiile: 1 – 430; 
2 – 431; 3 – 432; 4 – 433; 5 – 434; 6 
– 435; 7 – 436; 8 – 437; 9 – 438; 10 – 
439; 11 – 440; 12 – 441; 13 – 442; 14 
– 443; 15 – 444; 16 – 445; 17 – 446.

B

C
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Fig.3. Analiza clusteriană (metoda k-medii) a capacităţii primerilor ISSR de 
diferenţiere a genotipurilor/populaţiilor de tomate. Pe orizontală: 1 – M3; 2 – M4; 
3 – M7; 4 – M14. Pe verticală 1, 2, 3 - membrii clusterului 1: 5, 6, 8, 9, 12, 16; 2: 1, 2, 3, 4, 
7, 11, 13, 17;  3: 10, 14, 15.

A B

Fig.4. Dendrograma de repartiţie a genotipurilor/populaţiilor de tomate în baza 
polimor smului ADN (A) şi lungimii rădăciniţei sub acţiunea FC F.oxysporum var.
orthoceras,  la temperatura 10ºC. 1 – 430, 2 –  431, 3 –  432, 4 – 433, 5 – 434, 6 – 435, 7 – 
436, 8 – 437, 9 –438, 10 – 439, 11 – 440, 12 – 441, 13 – 442, 14 – 443, 15 – 444, 16 – 445, 
17 – 446.

Aceasta ar putea   explicat prin acţiunea diferită a fundalului genetic (soiul Costral 
sau Sunmark) asupra activităţii genelor soiului Mestnâi, ceea ce relevă manifestarea 
fenomenelor epistatice în controlul reacţiei la fuzarioza radiculară.

Concluzii

Prin analiză factorială s-a constatat rolul prioritar (81,1%) al factorului genotipic 
în reacţia plantelor de tomate la  ltratul de cultură F.oxysporum var.orthoceras şi 
temperatură joasă (10ºC).
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Genele dominante, interacţiunile epistatice de tip aa, ad şi acţiunile aditive (detaşat 
diminuate) au prezentat factorii care au contribuit la mărirea rezistenţei la F.oxysporum
var.orthoceras în condiţii controlate.

S-a constatat o legătură asociativă pronunţată (72,7%) între rezistenţa genotipurilor/
populaţiilor selectate de tomate la fuzarioza radiculară, temperatură joasă (10ºC) şi 
polimor smul markerilor ISSR (M4, M7, M14) care poate   utilizată în screening-ul 
imunologic.

Analiza clusteriană prin metoda k-medii oferă oportunităţi înalte de identi care a 
primerilor ISSR care posedă înalte capacităţi de diferenţiere a genotipurilor de tomate. 
În acest scop pot   utilizaţi primerii ISSR M4, M7, M14.

Fundalul genetic poate modi ca activitatea unor gene care controlează rezistenţa 
tomatelor la fuzarioza radiculară şi temperatură joasă, ceea ce relevă importanţa 
epistaziilor în controlul rezistenţei la aceşti factori asociaţi.
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