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The denaturation s processes kinetics of sunflower and cucumber of different genotypes DNA was studied. The
thermal denaturation of DNA macromolecules have proved high melting temperatures at sunflower hybrids, in compa-
rison with cucumber genotypes, this fact denotes the increased stability of DNA macromolecules. The level of hetero-
geneity has varied in dependence of genotype and it has correlated with the highest values of morphological and physio-
logical parameters which determines the effect of hybrid vigor in studies of genotypes. The kinetics of denaturation
processes, realized on two cucumber families, has proved that the first generation hybrids DNA macromolecules had
the melting temperature higher, an increased content of G-C and a higher level of heterogeneity, in comparison with
parental lines.

Polimorfismul genetic constituie un imens rezervor de variatii ereditare discontinue, cu valoare selectiva
ridicata, care permite o adaptare la conditiile noi de mediu sau la schimbarile rapide care, de altfel, ar putea
antrena existenta speciei. Polimorfismul poate fi identificat la diverse niveluri de organizare a organismelor
animale §i vegetale prin analiza diferitelor caractere — morfologice, fiziologice, citogenetice, biochimice,
moleculare etc. [1]. Analiza variatiilor existente in cadrul macromoleculelor de AND la diverse genotipuri
are o importanta deosebita 1n aprecierea polimorfismului genetic la diverse organisme.

Cantitatea de material genetic (ADN) si structura acestuia la organismele vii variazi in limite mari. in
general, la organismele evoluate cantitatea de ADN si, respectiv, de informatie genetica este mult mai mare
comparativ cu organismele mai simple [1,2]. Studiul ADN-ului provenit de la diferite specii de procariote si
eucariote denota ca el sufera variatii semnificative de la o specie la alta in ceea ce priveste cantitatea diferite-
lor baze azotate si, mai ales, raportul dintre citozina si guanind, adenind si timina [2,3].

Majoritatea lucrarilor dedicate analizei variabilitatii din cadrul speciei la nivelul secventelor polinucleotidice
de AND se refera la plante. Lucru determinat, probabil, de faptul cd genomul acestora este cu mult mai va-
riabil decat la animale [4-8]. Observatiile au demonstrat ca variabilitatea genetica este foarte diferita la speciile
inrudite [3]. In urma cercetarilor au fost determinate o serie de corelatii intre variabilitatea genetica si marimea
genomului [9].

In mod normal, macromoleculele de ADN se afld sub forma dublu-elicoidald, bicatenara, mentinutd de
2 tipuri de forte: de legaturile de hidrogen dintre perechile de baze dispuse perpendicular pe axa spiralei si de
interactiunea staking dintre bazele succesive. Faptul cd macromolecula de ADN e formata din doua catene
complementare 1i mireste stabilitatea si 1i asigurd o structura regulatd [10]. Intre A-T exista doud legaturi de
hidrogen, iar intre G-C — trei legaturi de hidrogen, de unde rezulta ca regiunile macromoleculei de ADN mai
bogate In G-C prezintd o stabilitate mai mare comparativ cu cele bogate in A-T.

Molecula de ADN poate suferi modificari, poate fi denaturata sub actiunea unor factori fizici sau chimici,
ca: temperatura, expunerea la un pH ridicat, descresterea constantei dielectrice a mediului apos sub influenta
alcoolului, cetonelor etc. [11]. Denaturarea moleculei de ADN mai este numita si topirea ADN, iar tempera-
tura de topire corespunde momentului de denaturare a 50% din molecula (corespunde punctului de mijloc al
curbei de topire) si este specifica pentru fiecare tip de ADN [12-14]. Temperatura de topire a acizilor nucleici
poate servi ca indicator al stabilitatii macromoleculelor de ADN, iar cercetarea proceselor de denaturare a
ADN-ului la diverse genotipuri de plante poate furniza informatii asupra compozitiei in baze a diferitelor
tipuri de ADN si asupra gradului de heterogenitate a materialului ereditar. Reiesind din cele mentionate, in
scopul stabilirii gradului de complexitate a genomului s-a determinat temperatura de topire a ADN si au fost
studiate procesele generale ale cineticii de denaturare a moleculelor de ADN la diverse genotipuri de floarea-
soarelui si de castraveti.
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Material si metode

In calitate de material de cercetare au servit sapte hibrizi F, de floarea-soarelui si doua familii de castraveti
la care s-au studiat atat liniile, cat si hibrizii din prima generatie.

Izolarea ADN-ului: extragerea acizilor nucleici din materialul experimental s-a efectuat cu utilizarea extra-
gentului TrisOH 133mM, NaEDTA 6,7mM, NaCl 0,95M, sarcosil de Na 1,33%, B-mercaptoetanol 1,33%,
pH=7,8 in raport de 1:3. Probele au fost incubate la 65°C timp de 60 min., cu inversarea periodica a acestora
la fiecare 10 minute.

Dupa ce probele au fost aduse la temperatura camerei, a fost adaugat un volum de solutie de cloroform cu
alcool izoamilic in raport 24:1 si inversate lent pand la aparitia unei monofaze. Pentru colectarea acizilor
nucleici, care se afla in faza apoasa, se efectueaza centrifugarea la 4 mii r/min., timp de 20 min., la 4°C. Pre-
cipitarea ADN-ului se infaptuieste cu NaCl pana la concentratia finald a acestuia de 0,2M. Apoi, se adauga
un volum de izopropanol, se agitd lent prin inversare pana la aparitia precipitatului caracteristic sub forma de
meduza. Probele se centrifugheaza timp de 5 min. la 5 mii r/min., la 4°C. La sedimentul obtinut se adauga 2 ml
solutie alcool etilic 76% cu acetat de Na 0,2M. Probele se centrifugheaza timp de 5 min., 5 mii r/min., la 4°C.
La sedimentul uscat s-a adaugat 100 ul apa distilatd. ADN-ul astfel obtinut poate fi pastrat la temperatura
-20°C [15].

Denaturarea ADN-ului se desfasoara intr-un interval mic de temperaturd si se reflecta in variatiile car-
dinale ale multor proprietati fizice ale ADN-ului, cum ar fi, de exemplu, variatia densitatii optice. Gradul de
denaturare a ADN-ului poate fi analizat reiesind din modificarea intensitatii de absorbtie a razelor cu A=260 nm
de catre solutia ce contine ADN denaturat, bazata pe efectul hipercromic ce apare ca rezultat al despiralizarii
moleculei de ADN. La denaturarea ADN-ului se produce o crestere a absorbtiei luminii la 260 nm de cca 40%,
in functie de tipul de ADN [15].

Cantitatea totala de lumina absorbitd de ADN denaturat este aproximativ egald cu cea absorbitd de un
numdr echivalent de mononucleotide libere [12,13], iar cresterea absorbtiei la 260 nm, produsa de incalzirea
solutiei de ADN nativ, e direct dependenta de continutul de perechi de baze A-T: cu cat proportia de perechi
de baze A-T este mai mare, cu atit mai intens sunt absorbite razele UV ale luminii [16,17]. Reiesind din acest
principiu, Marmiur si colaboratorii sdi au pus bazele unei metode de determinare a continutului de nucleotide
de ADN conform T, (temperatura de topire) [18].

ADN-ul preparat se dizolva in solutia tampon SSC cu urmatorii componenti: 0,15M NaCl + 0,015M
CH;COONa; pH=7,0. Cuvele se mentin in baia de apa timp de 10 min., la temperatura de 25°C, apoi se de-
termind densitatea optica a solutiei la A=260 nm si A=320 nm. Pentru cercetarea cineticii procesului de dena-
turare, temperatura se ridica la 50°C, unde cuvele se mentin timp de 10 min., apoi se determina densitatea
optica a solutiei. Temperatura se ridica treptat, de fiecare datd cu 2°C, si se lasd pe 10 minute pentru a obtine
echilibru, determinandu-se densitatea optica la temperatura data.

In baza rezultatelor obtinute se alcituieste graficul efectului hipercromic. Pentru aceasta, pe axa absciselor
se inscrie temperatura, iar pe axa ordonatelor — raportul dintre densitatea optica a solutiei de ADN, determi-
nata la o anumita temperatura, fata de densitatea optica a solutiei la t=25°C (At/A25). Temperatura de topire
corespunde momentului de denaturare a 50% de ADN si corespunde mijlocului curbei de topire.

Temperatura de topire (T;) creste liniar cu continutul de perechi de baze G-C, care sunt mai stabile datorita
prezentei celor trei legaturi de hidrogen [12,16,17]. In cazul in care dupa curbele de denaturare se determina
compozitia in nucleotide, experienta se efectueaza in conditii standard, pentru care se determind dependenta
empirica dintre continutul de G-C si T.. In solutia standard de SCC (0,15M NaCl + 0,015M CH;COONa)
aceasta relatie este urmatoarea [18]:

G+C = (T+69,3)-2,44,
unde 2,44 — tg unghiului de inclinare a curbei, determina valoarea concretd a G-C.

Utilizand relatia data, se determina compozitia in nucleotide a solutiei de ADN ce contine de la 30 de la
70% de G-C.
Conform acestei metode, putem determina nivelul de heterogenitate a solutiei de ADN [19]:
20 = (T-30)-2,44
unde: 26 — nivelul de heterogenitate a ADN-ului;
T; — temperatura de topire, determinatd dupa curba denaturarii.
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Rezultate si discutii

Reiesind din faptul ca temperatura de topire a moleculelor de ADN este specifica pentru fiecare tip de ADN,
in scopul evidentierii heterogenitédtii moleculelor de AND la hibrizii de floarea-soarelui si de castraveti s-a
studiat cinetica proceselor de denaturare. Analiza datelor privitor la denaturarea moleculei de AND la diferiti
hibrizi de floarea-soarelui a pus in evidentd temperaturi de topire diferite pentru genotipurile cercetate. Valo-
rile temperaturii de topire ale moleculelor de ADN au variat In functie de genotip in limitele 67,7-89,0°C (Fig.1).
Cea mai inalta temperatura de topire s-a constatat la hibridul 11 (89,0°C), iar cea mai joasa — la hibridul 12
(67,7°C). Temperaturi inalte de topire s-au atestat, de asemenea, la hibrizii 11, 17 si 18, demonstrand o sta-
bilitate mai inaltd a moleculei de AND si un numar mai mare de perechi de baze G-C in genomul dat.
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Fig.1. Cinetica procesului de denaturare a ADN-ului extras din diverse genotipuri de floarea-soarelui.

Datele din Tabelul 1 demonstreaza ca cel mai inalt continut de G-C este caracteristic pentru hibridul 11
(44,408), iar cel mai scazut — pentru hibrizii 12 si 15 (14,884).

Tabelul 1
Continutul de G-C (%) si nivelul de heterogenitate (26 %) la diferite genotipuri
de floarea-soarelui
Hibridul 11 12 13 15 16 17 18
Continutul
G-C (%) 44,408 14,884 15,128 14,884 15,128 30,256 22,448
26 % 140,30 110,776 111,02 110,776 111,02 126,148 118,34

Nivelul maxim de heterogenitate a AND-ului se observa la hibrizii 11 si 17, iar nivelul minim de hetero-
genitate a AND-ului — la hibrizii 12 si 15.

Studiul comparativ al hibrizilor de floarea-soarelui (date neprezentate in articol) a evidentiat la hibrizii 11
si 17 valori maxime ale parametrilor morfofiziologici, ceea ce demonstreaza heterozis pronuntat pentru aceste
genotipuri. Astfel, gradul de heterogenitate mai inalt s-a stabilit la genotipurile cu heterozis pronuntat, care
au avut si temperatura de topire mai inaltd a moleculelor de ADN.

Analiza comparativa a temperaturilor de topire a moleculelor de AND in cadrul a doud familii de castra-
veti, la care s-au studiat atat liniile parentale, cat si hibrizii din prima generatie, a pus 1n evidentd temperaturi
de topire care s-au incadrat in limitele de aproximativ 61-70°C (Fig.2). in cadrul genotipurilor de castraveti s-
au constatat temperaturi de topire minime (61,5°C) la liniile materna si paterna ale hibridului 1 si la linia
paternd a hibridului 3, iar temperaturi de topire maxime s-au inregistrat la ambii hibrizi (67,5 si 70,5°C). Astfel,
hibrizii din prima generatie au avut temperaturi de topire mai inalte a moleculelor de ADN, comparativ cu
liniile parentale.

Determinarea gradului de heterogenitate a ADN-ului (Tab.2) demonstreazd cd cel mai inalt nivel de
heterogenitate este caracteristic hibridului 3, la care linia materna a avut temperatura de topire mai mare ca
linia paterna.
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Fig.1. Cinetica procesului de denaturare a ADN-ului extras din diverse genotipuri de castraveti.

Tabelul 2
Nivelul de heterogenitate (26 %) la diferite genotipuri de castraveti
Genotipul Hibrid 1 Q1 31 Hibrid 3 Q3 33
26 % 91,5 76,86 76,86 98.82 84,18 76,86

Astfel, analiza compativa a parametrilor cercetati la diverse genotipuri de floarea-soarelui §i castraveti a
pus in evidenta valori mai inalte ale temperaturilor de topire pentru moleculele de AND la floarea-soarelui
comparativ cu genotipurile de castraveti. Aceasta demonstrand o stabilitate mai inaltd a moleculelor de AND
la floarea-soarelui, determinata de prezenta unui continut sporit de G-C. De asemenea, gradul de heterogeni-
tate a ADN-ului hibrizilor de floarea-soarelui este mai mare decat la hibrizii de castraveti, in timp ce liniile
au avut valori mai mici comparativ cu hibrizii.

Concluzii

1. Denaturarea termicd a macromoleculelor de AND a demonstrat temperaturi maxime de topire la hibrizii
de floarea-soarelui, comparativ cu genotipurile de castraveti, ceea ce denota stabilitatea maritd a macro-
moleculelor de AND. Gradul de heterogenitate a variat in dependentd de genotip si a corelat cu valorile maxime
ale parametrilor morfofiziologici ce determina efectul de heterozis la genotipurile cercetate.

2. Cinetica proceselor de denaturare, realizatd in cadrul a doua familii de castraveti, a demonstrat ca
hibrizii din prima generatie au avut temperatura de topire mai inaltd a moleculelor de ADN si grad de hetero-
genitate mai Tnalt, comparativ cu liniile parentale.
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