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EVIDENTIEREA POLIMORFISMULUI GENETIC AL FORMELOR M, DE NAUT
PRIN INTERMEDIUL ANALIZEI RAPD-PCR

Dorin CLICIUC
Institutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor al ASM

Using the gamma ray mutagenesis on chickpea new mutants were obtained with morfo-physiological treats that have
been related to an improved productivity or quality of beans. An RAPD analysis was performed with various primers on
these mutants. Only by using some RAPD primers were obtained polymorphic amplification fragments. More than 90%
of the amplified fragments were identical for all mutants and the initial genotype and only one difference (a new poly-
morphic fragment or the lack of a common fragment for all other genotypes) could be obtained for specific genotype by
using a given primer. These results attest that changes induced by the gamma irradiation affect reduced DNA sequences
and may lead for identification of these mutations.

Introducere

Nautul (Cicer arietinum L.) este o plantd de cultura anuala din familia leguminoaselor, autogama; cariotipul
acestei specii contine 16 sau 22 cromosomi in celulele somatice. Originea acestei culturi este consideratd Asia
Mijlocie [1]. Aceasta cultura este apreciata datorita calitatilor sale, in special datorita continutului Tnalt de pro-
teine 1n boabe, precum si rezistentei sale inalte la conditii nefavorabile de mediu (secete, arsite, soluri sarace
sau degradate etc.) [2]. Nautul a fost in trecut o cultura traditionald pentru Moldova, dar odata cu specializarea
agriculturii ea a fost omisa din cercetare si productie. Din cauza conditiilor pedoclimatice specifice din ultimii
ani in Republica Moldova, cultura nautului prezinta un interes deosebit pentru agricultura si necesita a fi re-
considerata [3]. Pentru reconsiderarea culturii ndutului in tara noastra necesita a fi create soiuri performante, cu
calitati si caractere adecvate cerintelor specifice agriculturii si pietei noastre. Crearea soiurilor se solutioneaza
prin cercetdri ample 1n aspect genetic si ameliorativ, prin acumularea unui genofond corespunzator cerintelor
actuale. O importantd deosebita prezintd crearea materialului initial pentru ameliorare. Multiple progrese in-
semnate in crearea soiurilor noi au fost realizate prin metoda mutagenezei radiationale. in ultimii 30 de ani,
prin utilizarea mutagenezei radiationale in lume au fost create peste 1700 soiri de plante [4] si s-a obtinut un
valoros material ameliorativ.

In cercetarile noastre anterioare [5,6], prin folosirea mutagenezei y au fost obtinute o serie de forme mutante
de naut, cu caractere deosebite fatd de formele initiale folosite pentru iradiere §i care au pastrat aceste caractere pe
parcursul a mai multor generatii succesive. Aceste cercetari au fost efectuate pe parcursul a 8§ ani, fiind selectate
peste 400 plante M, cu caractere deosebite fatd de valorile medii ale caracterelor respective la formele initiale.
Spre regret, din aceste forme initiale doar la o mica parte (sub 10%) caracterele evidentiate s-au transmis ereditar
si s-au observat in generatiile ulterioare. Deoarece anii pe parcursul carora au fost efectuate aceste cercetari au
fost foarte variati in privinta conditiilor de mediu, uneori cu conditii climaterice extreme, o parte considerabila
din formele cu caractere de interes pentru aceasta cultura au fost pierdute. Cea mai mare parte a formelor selectate
initial au fost eliminate, deoarece la ele nu s-au pastrat caracterele evidentiate anterior. Caracterele ce formeaza
productivitatea plantelor in mare parte sunt influentate de conditiile de mediu; astfel, pentru ca un genotip perfor-
mant sa-si manifeste calitatile, are nevoie de conditii de mediu optime [7,8], iar ca aceste rezultate sa fie repetabile
sunt necesare si conditii de mediu stabile, imposibil de realizat in conditii de cAmp. Astfel, e posibil ca forme
mutante valoroase sa nu fie evidentiate din cauza conditiilor de mediu. Evidentierea formelor mutante este, de
fapt, cea mai importanta si dificila etapa in mutageneza experimentala la plante.

Drept un real ajutor Tn mutageneza ar servi metodele de utilizare a marcherilor moleculari la diferite etape
in experientele de mutagenezi. In prezent, folosirea marcherilor moleculari capiti o raspandire tot mai lar-
gd. Acestia pot servi la evidentierea polimorfismului genetic in cadrul speciilor si populatiilor; ei prezintd o
serie de avantaje fatd de marcherii biochimici, citogenetici, morfologici si ontogenetici. Folosirea lor permite
evidentierea unor diferente ale materialului genetic intre indivizi In cadrul acelorasi specii, soiuri, populatii,
familii, indivizi Tnruditi si chiar permite identificarea unui individ aparte in cadrul unui grup; de asemenea,
acestia sunt folositi pentru identificarea legaturilor de inrudire intre diferite genotipuri, la calcularea distantei
genealogice, la determinarea provenientei unor populatii, soiuri si chiar specii [9-10]. Evidentierea marcherilor
moleculari la studiul unui genotip nu depinde de influenta conditiilor de mediu la care au fost expuse plantele
studiate, rezultatele obtinute sunt determinate doar de secventa nucleotidicd a ADN-ului; plantele cu genotip
identic prezintd aceiagi marcheri moleculari, indiferent de caracterele morfofizilogice observate [11].

Scopul acestor cercetari a fost de a observa un polimorfism genetic la forme mutante de ndut obtinute prin
folosirea iradierii y folosind metoda RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) si de a evalua perspec-
tiva utilizarii metodei date la evidentierea noilor forme obtinute Tn urma mutagenezei experimentale.
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Material si metode
Pentru iradiere a fost utilizat genotipul 2/98 selectat pe baza unei linii locale din colectia de naut. Iradierea
s-a efectuat la instalatia PXM-y-20 completata cu izotop Co®. Dozele utilizate pentru iradiere au fost in inter-
valul de la 200 pana la 300 Gy.
Pentru analiza au fost folosite plantule germinate in cesti Petri de 12 forme M,. Aceste forme provin de la
acelasi genotip initial 2/98 si au fost selectate datorita evidentierii unor caractere morfofiziologice, care s-au
transmis ereditar pe parcursul a 4 generatii succesive.
ADN-ul genomic a fost extras din tesut omogenizat in azot lichid folosind solutie tampon pentru extractie
(Tris-HCI 133 mM, pH 7,8; Na EDTA 6,7 mM; NaCl 0,95 M; sarcosyl de Na 1,33%; mercaptoetanol 1,33%),
izolat cu clorurd formica (CH,Cl/alcool izoamilic 24:1) si precipitat cu izopropanol. Operatiile de purificare a
ADN-ului au fost realizate cu etanol 76%, ce continea acetat de Na 0,2 M. ADN extras a fost dizolvat in 200 pl
apa bidistilata. Analiza cantitativa si calitativd a ADN-ului a fost realizata prin electroforeza in gel de agaroza.
Pentru RAPD PCR s-a pregatit urmatorul amestec: ADN 0,1 mg/ml, solutie-tampon 10x (Tris-HCl 670 mM,
pH 8,8; MgCl, 67 mM; (NH,),SO,; Tween 20 de 0,1%), amestec de nucleotide INTP (2 mM de fiecare tip),
primer 0,1 mM, Tag-polimeraza 1u/ul. Amplificarea a fost efectuata utilizand un termociclu automat, Applied
Biosystems thermal cycling, cu urmatoarele conditii:
1) denaturarea: 95°C — 5 min. (un ciclu);
2) 45 cicluri:
* denaturarea: 95°C — 1 min.;
e renaturarea: 37-42°C — 1-2 min.;
* elongarea: 72°C — 2 min.;

3) elongarea specifica: 72°C — 7-10 min.

Rezultate si discutii

Evidentierea primerilor RAPD optimi este o sarcina importanta in aceste cercetari [ 12-14]. Specificul aces-
tui studiu consta in evidentierea polimorfismului genetic la forme ce sunt foarte apropiate din punct de vedere
genetic, deoarece provin de la acelasi genotip initial folosit pentru iradiere [15,16]. Astfel, materialul de studiu
se prezinta ca foarte omogen din punctul de vedere al principalelor caracteristici morfologice, fiziologice,
biochimice §i genetice, exceptie fiind doar unele caractere individuale datorita carora au fost selectate aceste
forme. Cercetéri similare la specii leguminoase descriu evidentierea polimorfismului genetic la diferite forme
mutante la folosirea a 3-4 primeri RAPD, dar aceste date nu prezinta clar provenienta acestor mutanti. Studiind
dendogramele publicate, observam ca acestia provin de la linii i soiuri diferite [17,18].

Pentru a identifica primerii optimali acestei culturi, au fost efectuate cateva amplificari de proba utilizdnd
ADN de naut extras din cate 3 linii genetice distincte, in cate 3 repetitii, si diversi primeri RAPD din seriile
OPA, P si D ce se afld in comercializare. La folosirea primerilor P2, P3, P6, P39, OPAS, OPA10, D3 s-a ob-
tinut un spectru optim al segmentelor de amplificare (pana la 12 benzi de amplificare cu dimensiuni cuprinse
intre 400-3000 pb). Primii 4 dintre acesti primeri au prezentat rezultate repetabile pentru 2-3 amplificari suc-
cesive §i, totodatd, au evidentiat un anumit polimorfism intre liniile luate pentru studiu. Ulterior, acesti primeri
au fost folositi pentru evidentierea polimorfismului genomic al formelor M, studiate.

In rezultatul reactiei PCR, folosind primerul P3, s-a obtinut un numar de 10-11 benzi de amplificare pentru
fiecare genotip (Fig.1), 10 (91%) dintre acestia sunt identici pentru toate genotipurile date si doar genotipurile
nr.2 (FL1), 7(FL9) si 12(FL 14) prezinta cate un fragment polimorfic de aproximativ 1400 pb ce lipseste atat
la genotipul initial (treck-ul 1), cat si la celelalte forme.

8 9 10 11 12 13 2 345 67 8 910111213

Fig.1. Electroforegrama produselor de amplificare Fig.2. Electroforegrama produselor de amplificare
RAPD al formelor M, de naut cu utilizarea primerului P3. RAPD al formelor M, de naut cu utilizarea primerului P6.

M — marcher ,,Smart” cu diferite dimensiuni de greutate,
1 — ADN genotip initial (linia 2/98); 2 — 13 ADN forme M
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In cazul utilizarii primerului P6 au fost obtinute cite 8-10 fragmente de amplificare pentru fiecare
genotip (Fig.2). Si in acest caz se constatd un model asemanator de amplificare pentru majoritatea probelor
studiate, 9 benzi de amplificare (90%) fiind identice pentru toate genotipurile studiate, cu exceptia probei 5,
la care se constata lipsa unui fragment de aproximativ 500 pb, iar la 3 genotipuri — 2 (FL1), 5 (FL6),
12 (FL14), este prezent cate un fragment polimorfic de aproximativ 1700 pb, care lipseste la celelalte
genotipuri studiate.

In rezultatul analizei RAPD efectuate cu utilizarea primerului P39 (Fig.3) au fost obtinute cite 11-12 benzi
de amplificare pentru fiecare genotip, dintre care 11 sunt identice la toate genotipurile studiate (91,6%), cu
exceptia numdrului 6 (FL7), la care lipseste un fragment de aproximativ 550 pb, iar la genotipurile 12 si 13 a
fost evidentiat un fragment polimorfic de aproximativ 1450 pb.

In cazul utilizarii primerului P2 (Fig.4) au fost obtinute cite 8-10 benzi de amplificare distincte pentru
fiecare genotip, 9 (90%) dintre fragmentele amplificate fiind identice pentru toate genotipurile, cu exceptia
numarului 6, la care lipseste fragmentul de aproximativ 500 pb, iar la numerele 12 si 13 se poate observa céte
un fragment polimorfic de aproximativ 1400 pb.
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M1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 4 5 6 78 910 11 1213
Fig.3. Electroforegrama amplificarii RAPD al geno- Fig. 4. Electroforegrama produselor de amplificare RAPD
tipurilor M, de ndut la utilizarea primerului P39. al genotipurilor M, de naut cu utilizarea primerului P2.

Rezultatele obtinute la folosirea primerilor P2 si P39 prezintd modele identice de amplificare pentru for-
mele FL 14 (treck-ul 12) si FL15 (treck-ul 13); totodatd, aceste 2 forme prezintd diferente la amplificarea
cu utilizarea primerilor P3 si P6. Conform observatiilor si masurarilor biometrice, aceste forme au caractere
morfofiziologice identice, de altfel in cadrul selectiei In generatiile anterioare fiind presupuse a fi rezultatul
aceleiagi mutatii sau al unei erori in timpul selectiei si amplasarii experientelor in camp. Astfel ca, daca nu ar
fi fost evidentiata diferenta continutului de proteine in boabe, in generatia M, ar fi fost eliminatd una din ele la
aceste 2 forme. De asemenea, formele FL6 (treck-ul 5) si FL7 (treck-ul 6) din punctul de vedere al caracterelor
morfofiziologice prezintd asemanari mari intre ele, ambele fiind forme tardive si cu morfologia modificata a
frunzelor. Rezultatele analizei RAPD la aceste doua forme demonstreaza diferente ale modelului de amplifi-
care la utilizarea diferitior primeri.

Concluzii

In urma incercarii primerilor la RAPD P2, P3, P6 si P39, au fost obtinute spectre polimorfice pentru ADN
genomic la forme M de naut. Utilizarea acestor primeri permite obtinerea unui numar de 9-12 apliconi pentru
fiecare genotip studiat, peste 91% dintre fragmentele de amplificare fiind identice pentru toate formele studi-
ate. Totusi, au fost evidentiate fragmente de amplificare specifice pentru unele genotipuri. De mentionat ca la
utilizarea unui anumit primer a fost obtinut cate un singur fragment polimorf de amplificare pentru un genotip
dat, ce poate corespunde unei diferente discrete la nivelul secventelor de ADN. La doud dintre formele M,
studiate (FL6 si FL7) s-a demonstrat absenta a cate unui locus de amplificare in cazul utilizarii primerilor P2,
P6 51 P39. Spectrele de ampliconi obtinuti in urma analizei RAPD indica la existenta unor diferente individuale
la nivelul secventelor de ADN la formele studiate. Astfel, la formele luate pentru cercetare s-a constatat ca in
urma tratamentului cu raze y au fost induse modificari mici la nivelul materialului genetic al formelor studiate,
care au afectat doar anumite sectoare ale secventelor ADN al genotipurilor initiale, cea mai mare parte a careia
s-a pastrat intacta.

Primerii utilizati nu au permis de a evidentia spectre polimorfice la toate formele cercetate. Totusi, ei au
permis de a evidentia diferente ale modelelor de amplificare la forme foarte apropiate dupa caracterele morfo-
fiziologice si biochimice studiate anterior.
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