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EVIDENŢIEREA POLIMORFISMULUI GENETIC AL FORMELOR M6 DE NĂUT

PRIN INTERMEDIUL ANALIZEI RAPD-PCR

Dorin CLICIUC
Institutul de Genetică şi Fiziologie a Plantelor al AŞM

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 amplifi cation fragments. More than 90% 
of the amplifi ed 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 specifi c genotype by 
using a given primer. These results attest that changes induced by the gamma irradiation affect reduced DNA sequences 
and may lead for identifi cation of these mutations.

Introducere
Năutul (Cicer arietinum L.) este o plantă de cultură anuală din familia leguminoaselor, autogamă; cariotipul 

acestei specii conţine 16 sau 22 cromosomi în celulele somatice. Originea acestei culturi este considerată Asia 
Mijlocie [1]. Această cultură este apreciată datorită calităţilor sale, în special datorită conţinutului înalt de pro-
teine în boabe, precum şi rezistenţei sale înalte la condiţii nefavorabile de mediu (secete, arşiţe, soluri sărace 
sau degradate etc.) [2]. Năutul a fost în trecut o cultură tradiţională pentru Moldova, dar odată cu specializarea 
agriculturii ea a fost omisă din cercetare şi producţie. Din cauza condiţiilor pedoclimatice specifi ce din ultimii 
ani în Republica Moldova, cultura năutului prezintă un interes deosebit pentru agricultură şi necesită a fi  re-
considerată [3]. Pentru reconsiderarea culturii năutului în ţara noastră necesită a fi  create soiuri performante, cu 
calităţi şi caractere adecvate cerinţelor specifi ce agriculturii şi pieţei noastre. Crearea soiurilor se soluţionează 
prin cercetări ample în aspect genetic şi ameliorativ, prin acumularea unui genofond corespunzător cerinţelor 
actuale. O importanţă deosebită prezintă crearea materialului iniţial pentru ameliorare. Multiple progrese în-
semnate în crearea soiurilor noi au fost realizate prin metoda mutagenezei radiaţionale. În ultimii 30 de ani, 
prin utilizarea mutagenezei radiaţionale în lume au fost create peste 1700 soiri de plante [4] şi s-a obţinut un 
valoros material ameliorativ.

În cercetările noastre anterioare [5,6], prin folosirea mutagenezei γ au fost obţinute o serie de forme mutante 
de năut, cu caractere deosebite faţă de formele iniţiale folosite pentru iradiere şi care au păstrat aceste caractere pe 
parcursul a mai multor generaţii succesive. Aceste cercetări au fost efectuate pe parcursul a 8 ani, fi ind selectate 
peste 400 plante M2 cu caractere deosebite faţă de valorile medii ale caracterelor respective la formele iniţiale. 
Spre regret, din aceste forme iniţiale doar la o mică parte (sub 10%) caracterele evidenţiate s-au transmis ereditar 
şi s-au observat în generaţiile ulterioare. Deoarece anii pe parcursul cărora au fost efectuate aceste cercetări au 
fost foarte variaţi în privinţa condiţiilor de mediu, uneori cu condiţii climaterice extreme, o parte considerabilă 
din formele cu caractere de interes pentru această cultură au fost pierdute. Cea mai mare parte a formelor selectate 
iniţial au fost eliminate, deoarece la ele nu s-au păstrat caracterele evidenţiate anterior. Caracterele ce formează 
productivitatea plantelor în mare parte sunt infl uenţate de condiţiile de mediu; astfel, pentru ca un genotip perfor-
mant să-şi manifeste calităţile, are nevoie de condiţii de mediu optime [7,8], iar ca aceste rezultate să fi e repetabile 
sunt necesare şi condiţii de mediu stabile, imposibil de realizat în condiţii de câmp. Astfel, e posibil ca forme 
mutante valoroase să nu fi e evidenţiate din cauza condiţiilor de mediu. Evidenţierea formelor mutante este, de 
fapt, cea mai importantă şi difi cilă etapă în mutageneza experimentală la plante.

Drept un real ajutor în mutageneză ar servi metodele de utilizare a marcherilor moleculari la diferite etape 
în experienţele de mutageneză. În prezent, folosirea marcherilor moleculari capătă o răspândire tot mai lar-
gă. Aceştia pot servi la evidenţierea polimorfi smului genetic în cadrul speciilor şi populaţiilor; ei prezintă o 
serie de avantaje faţă de marcherii biochimici, citogenetici, morfologici şi ontogenetici. Folosirea lor permite 
evidenţierea unor diferenţe ale materialului genetic între indivizi în cadrul aceloraşi specii, soiuri, populaţii, 
familii, indivizi înrudiţi şi chiar permite identifi carea unui individ aparte în cadrul unui grup; de asemenea, 
aceştia sunt folosiţi pentru identifi carea legăturilor de înrudire între diferite genotipuri, la calcularea distanţei 
genealogice, la determinarea provenienţei unor populaţii, soiuri şi chiar specii [9-10]. Evidenţierea marcherilor 
moleculari la studiul unui genotip nu depinde de infl uenţa condiţiilor de mediu la care au fost expuse plantele 
studiate, rezultatele obţinute sunt determinate doar de secvenţa nucleotidică a ADN-ului; plantele cu genotip 
identic prezintă aceiaşi marcheri moleculari, indiferent de caracterele morfofi zilogice observate [11]. 

Scopul acestor cercetări a fost de a observa un polimorfi sm genetic la forme mutante de năut obţinute prin 
folosirea iradierii γ folosind metoda RAPD (Random Amplifi ed Polymorphism DNA) şi de a evalua perspec-
tiva utilizării metodei date la evidenţierea noilor forme obţinute în urma mutagenezei experimentale.
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Material şi metode
Pentru iradiere a fost utilizat genotipul 2/98 selectat pe baza unei linii locale din colecţia de năut. Iradierea 

s-a efectuat la instalaţia PXM-γ-20 completată cu izotop Co60. Dozele utilizate pentru iradiere au fost în inter-
valul de la 200 până la 300 Gy.

Pentru analiză au fost folosite plantule germinate în ceşti Petri de 12 forme M6. Aceste forme provin de la 
acelaşi genotip iniţial 2/98 şi au fost selectate datorită evidenţierii unor caractere morfofi ziologice, care s-au 
transmis ereditar pe parcursul a 4 generaţii succesive.

ADN-ul genomic a fost extras din ţesut omogenizat în azot lichid folosind soluţie tampon pentru extracţie 
(Tris-HCl 133 mM, pH 7,8; Na2EDTA 6,7 mM; NaCl 0,95 M; sarcosyl de Na 1,33%; mercaptoetanol 1,33%), 
izolat cu clorură formică (CH3Cl/alcool izoamilic 24:1) şi precipitat cu izopropanol. Operaţiile de purifi care a 
ADN-ului au fost realizate cu etanol 76%, ce conţinea acetat de Na 0,2 M. ADN extras a fost dizolvat în 200 μl 
apă bidistilată. Analiza cantitativă şi calitativă a ADN-ului a fost realizată prin electroforeză în gel de agaroză.

Pentru RAPD PCR s-a pregătit următorul amestec: ADN 0,1 mg/ml, soluţie-tampon 10x (Tris-HCl 670 mM, 
pH 8,8; MgCl2 67 mM; (NH4)2SO4; Tween 20 de 0,1%), amestec de nucleotide dNTP (2 mM de fi ecare tip), 
primer 0,1 mM, Taq-polimeraza 1u/μl. Amplifi carea a fost efectuată utilizând un termociclu automat, Applied 
Biosystems thermal cycling, cu următoarele condiţii:

1) denaturarea: 95ºC – 5 min. (un ciclu);
2) 45 cicluri:

• denaturarea: 95ºC – 1 min.;
• renaturarea: 37-42ºC – 1-2 min.;
• elongarea: 72ºC – 2 min.;

3) elongarea specifi că: 72ºC – 7-10 min.

Rezultate şi discuţii
Evidenţierea primerilor RAPD optimi este o sarcină importantă în aceste cercetări [12-14]. Specifi cul aces-

tui studiu constă în evidenţierea polimorfi smului genetic la forme ce sunt foarte apropiate din punct de vedere 
genetic, deoarece provin de la acelaşi genotip iniţial folosit pentru iradiere [15,16]. Astfel, materialul de studiu 
se prezintă ca foarte omogen din punctul de vedere al principalelor caracteristici morfologice, fi ziologice, 
biochimice şi genetice, excepţie fi ind doar unele caractere individuale datorită cărora au fost selectate aceste 
forme. Cercetări similare la specii leguminoase descriu evidenţierea polimorfi smului genetic la diferite forme 
mutante la folosirea a 3-4 primeri RAPD, dar aceste date nu prezintă clar provenienţa acestor mutanţi. Studiind 
dendogramele publicate, observăm că aceştia provin de la linii şi soiuri diferite [17,18].

Pentru a identifi ca primerii optimali acestei culturi, au fost efectuate câteva amplifi cări de probă utilizând 
ADN de năut extras din câte 3 linii genetice distincte, în câte 3 repetiţii, şi diverşi primeri RAPD din seriile 
OPA, P şi D ce se afl ă în comercializare. La folosirea primerilor P2, P3, P6, P39, OPA8, OPA10, D3 s-a ob-
ţinut un spectru optim al segmentelor de amplifi care (până la 12 benzi de amplifi care cu dimensiuni cuprinse 
între 400–3000 pb). Primii 4 dintre aceşti primeri au prezentat rezultate repetabile pentru 2-3 amplifi cări suc-
cesive şi, totodată, au evidenţiat un anumit polimorfi sm între liniile luate pentru studiu. Ulterior, aceşti primeri 
au fost folosiţi pentru evidenţierea polimorfi smului genomic al formelor M6 studiate.

În rezultatul reacţiei PCR, folosind primerul P3, s-a obţinut un număr de 10-11 benzi de amplifi care pentru 
fi ecare genotip (Fig.1), 10 (91%) dintre aceştia sunt identici pentru toate genotipurile date şi doar genotipurile 
nr.2 (FL1), 7(FL9) şi 12(FL 14) prezintă câte un fragment polimorfi c de aproximativ 1400 pb ce lipseşte atât 
la genotipul iniţial (treck-ul 1), cât şi la celelalte forme.

M – marcher „Smart” cu diferite dimensiuni de greutate;
1 – ADN genotip iniţial (linia 2/98); 2 – 13 ADN forme M6.

Fig.1. Electroforegrama produselor de amplifi care 
RAPD al formelor M6 de năut cu utilizarea primerului P3.

Fig.2. Electroforegrama produselor de amplifi care 
RAPD al formelor M6 de năut cu utilizarea primerului P6.
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În cazul utilizării primerului P6 au fost obţinute câte 8-10 fragmente de amplifi care pentru fi ecare 
genotip (Fig.2). Şi în acest caz se constată un model asemănător de amplifi care pentru majoritatea probelor 
studiate, 9 benzi de amplifi care (90%) fi ind identice pentru toate genotipurile studiate, cu excepţia probei 5, 
la care se constată lipsa unui fragment de aproximativ 500 pb, iar la 3 genotipuri – 2 (FL1), 5 (FL6), 
12 (FL14), este prezent câte un fragment polimorfi c de aproximativ 1700 pb, care lipseşte la celelalte 
genotipuri studiate. 

În rezultatul analizei RAPD efectuate cu utilizarea primerului P39 (Fig.3) au fost obţinute câte 11-12 benzi 
de amplifi care pentru fi ecare genotip, dintre care 11 sunt identice la toate genotipurile studiate (91,6%), cu 
excepţia numărului 6 (FL7), la care lipseşte un fragment de aproximativ 550 pb, iar la genotipurile 12 şi 13 a 
fost evidenţiat un fragment polimorfi c de aproximativ 1450 pb.

În cazul utilizării primerului P2 (Fig.4) au fost obţinute câte 8-10 benzi de amplifi care distincte pentru 
fi ecare genotip, 9 (90%) dintre fragmentele amplifi cate fi ind identice pentru toate genotipurile, cu excepţia 
numărului 6, la care lipseşte fragmentul de aproximativ 500 pb, iar la numerele 12 şi 13 se poate observa câte 
un fragment polimorfi c de aproximativ 1400 pb. 

Rezultatele obţinute la folosirea primerilor P2 şi P39 prezintă modele identice de amplifi care pentru for-
mele FL 14 (treck-ul 12) şi FL15 (treck-ul 13); totodată, aceste 2 forme prezintă diferenţe la amplifi carea 
cu utilizarea primerilor P3 şi P6. Conform observaţiilor şi măsurărilor biometrice, aceste forme au caractere 
morfofi ziologice identice, de altfel în cadrul selecţiei în generaţiile anterioare fi ind presupuse a fi  rezultatul 
aceleiaşi mutaţii sau al unei erori în timpul selecţiei şi amplasării experienţelor în câmp. Astfel că, dacă nu ar 
fi  fost evidenţiată diferenţa conţinutului de proteine în boabe, în generaţia M5, ar fi  fost eliminată una din ele la 
aceste 2 forme. De asemenea, formele FL6 (treck-ul 5) şi FL7 (treck-ul 6) din punctul de vedere al caracterelor 
morfofi ziologice prezintă asemănări mari între ele, ambele fi ind forme tardive şi cu morfologia modifi cată a 
frunzelor. Rezultatele analizei RAPD la aceste două forme demonstrează diferenţe ale modelului de amplifi -
care la utilizarea diferiţior primeri.

Concluzii
În urma încercării primerilor la RAPD P2, P3, P6 şi P39, au fost obţinute spectre polimorfi ce pentru ADN 

genomic la forme M6 de năut. Utilizarea acestor primeri permite obţinerea unui număr de 9-12 apliconi pentru 
fi ecare genotip studiat, peste 91% dintre fragmentele de amplifi care fi ind identice pentru toate formele studi-
ate. Totuşi, au fost evidenţiate fragmente de amplifi care specifi ce pentru unele genotipuri. De menţionat că la 
utilizarea unui anumit primer a fost obţinut câte un singur fragment polimorf de amplifi care pentru un genotip 
dat, ce poate corespunde unei diferenţe discrete la nivelul secvenţelor de ADN. La două dintre formele M6 
studiate (FL6 şi FL7) s-a demonstrat absenţa a câte unui locus de amplifi care în cazul utilizării primerilor P2, 
P6 şi P39. Spectrele de ampliconi obţinuţi în urma analizei RAPD indică la existenţa unor diferenţe individuale 
la nivelul secvenţelor de ADN la formele studiate. Astfel, la formele luate pentru cercetare s-a constatat că în 
urma tratamentului cu raze γ au fost induse modifi cări mici la nivelul materialului genetic al formelor studiate, 
care au afectat doar anumite sectoare ale secvenţelor ADN al genotipurilor iniţiale, cea mai mare parte a căreia 
s-a păstrat intactă. 

Primerii utilizaţi nu au permis de a evidenţia spectre polimorfi ce la toate formele cercetate. Totuşi, ei au 
permis de a evidenţia diferenţe ale modelelor de amplifi care la forme foarte apropiate după caracterele morfo-
fi ziologice şi biochimice studiate anterior.

Fig.3. Electroforegrama amplifi cării RAPD al geno-
tipurilor M6 de năut la utilizarea primerului P39.

Fig. 4. Electroforegrama produselor de amplifi care RAPD 
al genotipurilor M6 de năut cu utilizarea primerului P2.
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