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Biologie - manaal clasa a Xll-a

GENETLCARMOLECUY:

1. INTRODUCERE

Genetica poate fi definita ca stiinta ereditatii si
a variabilitatii organismelor.

Primele observatii cu privire la transmiterea
in descendentd a caracterelor ereditare au fost
efectuate de catre oamenii Antichitatii, in cadrul
preocupdrilor lor pentru imbunatatirea Insusirilor
plantelor cultivate si ale animalelor domestice.

Cu toate acestea, constituirea geneticii ca
stiintd dateazd din cea de-a doua jumadtate a
secolului al XIX-lea, cand, pe baza experientelor de
hibridare efectuate la plante, Gregor Mendel anunta
descoperirea legilor ereditatii:

1. legea puritatii gametilor;
2.legeasegregariiindependente a perechilor
de caractere.
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Fig. 1. Legea segregatrii independente a perechilor de
caractere.

Stiinfa ereditatii a fost numita geneticd in
1905, de catre geneticianul englez W. Bateson, care
a cercetat si a demonstrat ca legile mendeliene ale
ereditatii sunt valabile si la animale, inclusiv la om.

In 1909, W. Johanssen a introdus notiunile de
genotip, pentru constitutia genetica, si de fenotip,
pentru infatisarea organismului, ardtand care sunt
deosebirile dintre acestea.

Progrese remarcabile in domeniul geneticii
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au fost facute de scoala Iui T. H. Morgan, care a
elaborat tezele teoriei cromozomiale a ereditatii
(dispunerea lineard a genelor pe cromozomi;
linkage-ul; crossingover-ul), punand bazele unei
noi stiinte — citogenetica.

Pe baza acestor descoperiri au fost alcatuite
harti cromozomiale sau genetice, la plante si ani-
male, In care genele apar ca niste margele ingirate
pe atd (ata reprezentdnd cromozomul). Intr-o ase-
menea conceptie, genele sunt considerate unitagi
functionale 1n transmiterea caracterelor ereditare si,
totodata, unitati de recombinare si de mutatie.

Ulterior, in 1958, utilizand sistemul bacterie-
bacteriofag in analiza genetica, Benzer evidentiaza
faptul ca genele sunt unitati functionale in transmi-
terea unui caracter, dar ele prezintd subunitati de
recombinare si de mutatie, cea mai mica unitate muta-
tionala fiind reprezentata de perechea de nucleotide.

Studiile de genetica biochimica au dus la desco-
perirea relatiei dintre gene si enzime.

Aceasta relatie, enuntata initial sub forma ,,0
gena — 0 enzima ”, a devenit mai apoi: ,,0 gena — o
catena polipeptidica ™.

Cu toate aceste progrese realizate in domeniul
mecanismelor moleculare ale proceselor meta-
bolice, natura chimicad a genei a fost cunoscuta
abia in anul 1944, cand O. T. Avery si colaboratorii
acestuia au demonstrat experimental ca ADN-ul
sta la baza transformarilor pneumococilor din
experientele bacteriologului englez F. Griffith.

Se naste o noud ramurd a geneticii, genetica
moleculara, care studiaza ereditatea la nivel mole-
cular. Utilizand tehnica pe care Linus Pauling a
folosit-o in descoperirea modelului de structura in
a—helix a proteinelor, pentru care a i primit Premiul
Nobel, J. D. Watson si Crick descopera, in 1953,
modelul de structura dublu helicala a ADN-ului,
care ramane cea mai mare descoperire a biologiei
secolului al XX-lea.

Acest model simplu, de dublu-helix, al struc-




turii ADN-ului a permis aflarea unor raspunsuri la
numeroase intrebdri legate de misterele vietii:

® cum se reproduce acesta in forme identice;

® cum dirijeaza sinteza catenelor polipeptidice
cu o anumitd secventd de aminoacizi $i cum pot
exprima acestea diferitele caractere ereditare;

® cum poate fi modificatd informatia ereditara,
pentru ca, in descendenta, sa apara caractere noi,
diferite de cele ale parintilor.

Toate acestea au condus la elaborarea dogmei
centrale a geneticii moleculare (Fig. 2), care, initial,
a fost considerata inviolabila.

Schematic, aceasta se reprezinta astfel:

| ADN— ARN— protelne |

Fig. 2. Dogma centrala a geneticii.

Ulterior, studiul unor virusuri ARN a aratat
ca acesta se poate autoreplica si poate functiona
ca matritd pentru sinteza de ADN, printr-un proces
numit reverstranscriptic.

2. ACIzII NUCLEICI

2.1. COMPOZITIA CHIMICA A ACIZILOR NUCLEICI

Una dintre cele mai importante caracteristici ale
lumii vii este reproducerea, care, la nivel molecular,
se bazeazd pe o substantd capabild sa coordoneze
toate activitatile celulare si, In acelasi timp, sd se
replice pentru a asigura perpetuarea informatiei pe
care o contine.

Pentru multa vreme, substanfa capabild sa
indeplineascd acest dublu rol nu a fost cunoscuti. In
anul 1869, Friedrich Miescher, medic si biochimist
elvetian, a izolat din nucleii leucocitelor o substanta,

Geneticd moleculara

Prezentatd adesea ca o stiintd scumpa, care
necesitad investitii substantiale, genetica moleculara
pare, insd, a compensa orice nivel de investitie, prin
rezultatele pe care le ofera pentru un mare spectru
al activitatii omului.

Aplicatiile geneticii moleculare acopera o arie
largd in domeniul diagnosticarii si al tratarii mala-
diilor umane.

Ingineria genetica a permis obfinerea a nume-
roase produse de interes medical (insulina, hormonii
de crestere, factorii coagularii sangelui, interferonul
etc.), schimband destinul multor oameni.

Cunostintele geneticii moleculare si-au gasit
utilitatea si In diferite ramuri ale industriei, prin
biotehnologii care permit obtinerea eficientd si
ecologica a numeroase produse.

Astfel, inagricultura, s-a gasitposibilitateaame-
liorarii soiurilor de plante si a raselor de animale.

Pentru genetica moleculard, prezentul anunta o
epoca de continue descoperiri.

Retine!
Tehnologia ADN-ului recombinant a conferit gene-
ticii moleculare statutul de ,,doamna de onoare” a
stiintelor sfarsitului de secol XX si inceputului de
secol XXI.

pe care a denumit-o nucleina si care, ulterior, a capatat
denumirea de acid nucleic.

Cu toate acestea, abia Tn anul 1928, datorita cer-
cetarilor efectuate de microbiologul englez Frederick
Griffith, s-a facut primul pas in identificarea
ADN-ului ca material genetic.

Experimentele sale asupra bacteriei Strepto-
coccus pneumoniae, agentul patogen al pneumoniet,
audemonstrat faptul cd o tulpind bacteriand patogena,
omoratd termic, poate induce patogenitatea la o
tulpina mutanta, lipsita de aceasta capacitate.
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Tulpina patogena, notatd S (de la smooth
— neted), formeaza, pe mediu de culturd adecvat,
colonii cu aspect neted si este capabila sa induca
imbolnavirea atunci cand este injectata la soareci.

Cea de a doua tulpind, notatd R (de la rough
— rugos), formeaza colonii cu aspect rugos si
este nepatogend. Tulpina S este reprezentatd de
celule bacteriene invelite intr-o capsula proteica,
ce conferd protectie impotriva mecanismelor de
aparare a organismului infectat, spre deosebire de
tulpina R, careia i lipseste enzima necesara pentru
sinteza capsulei si, ca urmare, este anihilatd de
sistemul imun al gazdei.
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chimici izolati din tulpinile de tip S omorate termic
si au concluzionat cd singura substantd capabila sa
induca transformarea este ADN-ul.

Acestea au fost primele studii care au furnizat
dovada ca ADN-ul este materialul genetic celular;
ele au fost urmate de studii efectuate pe virusuri,
care au confirmat ipoteza initiala.

In celule, exista doua tipuri de acizi nucleici:
ADN-ul (acidul dezoxiribonucleic) si ARN-ul (aci-
dul ribonucleic), care reprezintd polimeri ai unor
unitati numite nucleotide.

Fiecare nucleotida este formatd din trei com-
ponente: o bazd azotatd, un zahar (o pentoza) si o
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soarecilor, atunci cand este injectata in amestec cu tulpina R nepatogena.

Soarecii injectati fie cu celule R, fie cu celule
S omoréte termic rdmin sanitosi. Insi, dacd se
injecteazd un amestec de celule R si de celule
S omorate prin caldurd, atunci soarecii mor de
pneumonie.

In plus, Griffith a descoperit in singele soa-
recilor morti celule S vii. El a concluzionat ca, de
fapt, celulele de tip R au achizitionat de la tulpina
S ceva ce le-a transformat 1n bacterii virulente, fara
a descoperi, Insa, molecula responsabild de acest
lucru (Fig. 3).

Abia in 1944, Oswald Avery si colaboratorii sai
au descoperit natura substantei care induce aceasta
transformare. Ei au purificat diferifi compusi

grupare fosfat (Tabel 1). Bazele azotate apartin la
doua clase: purine si pirimidine.

Purinele sunt reprezentate de adenina (A) si
guanina (G), care se Intdlnesc atat in ADN, cat si in
ARN, iar pirimidinele sunt reprezentate de citozina
(C) si timina (T), in ADN, si de citozina (C) si uracil
(U), iIn ARN (Fig. 4).

Tabel 1. Structura chimica a acizilor nucleici

Gruparea Baze azotate

Zahar 5 T

fosfat Purine Pirimidine

ADN | Prezents Dezoxiribozi Guan!nzj C!to_n?a
Adenina Timina

ARN |Prezent3 Riboz3 Guan!nzua Cltoz'ma
Adenind Uracil




Fig. 4. Bazele azotate din compozitia acizilor nucleici.

Zaharurile legate la bazele azotate sunt
dezoxiriboza, in nucleotidele ADN, si riboza, in
ARN. Diferenta dintre cele doua zaharuri consta
in lipsa unei grupari hidroxil la dezoxiriboza.
Molecula formata dintr-o baza azotatda legata la
zahar se numeste nucleosida. Prin atasarea unei
grupari fosfat la nucleosida, se obtine o nucle-
otida. Nucleotidele se leaga unele de altele prin
intermediul unei legaturi covalente intre gruparea
fosfat de la carbonul 5’ al unei nucleotide si
gruparea hidroxil (-OH) de la carbonul 3 al mo-
leculei alaturate. Aceste legaturi sunt numite fos-
fodiesterice si stau la baza formarii lanturilor
polinucleotidice ale acizilor nucleici (Fig. 5).

Legétura /l

fosfodiesterica

Fig. 5. Legatura fosfodiesterica dintre nucleotide
succesive.

Geneticd moleculara

Retine!
O nucleotidd ADN sau ARN este formata dintr-o
baza azotata purinica sau pirimidinica, un zahar
(dezoxiriboza, in ADN, si riboza, in ARN) si o
grupare fosfat.

Trebuie retinut faptul ca nucleotidele sunt
denumite in functie de baza azotata si de zaharul pe
care le contin (Tabel 2).

Tabel 2. Nomenclatura nucleotidelor
Baza
azotata

Abreviere
Riboza | Dezoxiriboza

Nucleotida

Guaning Guan!dln n.m.nofusfat GMP
Deoxiguanidin monofosfat

Adening Adenpzm mo_nofosfat AMP
Deoxiadenozin monofosfat
o Citidin monofosfat
B Deoxicitidin monofosfat BiLF
Timidin monofosfat
Deoxitimidin monofosfat

Uridin monofosfat

dGMP

dAMP

dCMP
dTMP

Timind

Uracil

2.2. STRUCTURA MOLECULARA A ADN-ULUI

Cunoasterea compozitiei chimice a moleculei
de ADN nu este suficientd pentru a explica mo-
dalitatea in care functioneazi ADN-ul. In des-
cifrarea rolului macromoleculei de ADN, un pas
important l-a reprezentat observatia ca, desi tipurile
de nucleotide din molecula de ADN difera cantitativ
de la o specie la alta, cantitatea de timina este
totdeauna aproximativ egald cu cea de adenina, iar
guanina este egalata de citozina.

Cu alte cuvinte, la toate organismele, raportul
purine: pirimidine este 1 : 1.

Pornind de la aceastd constatare, in 1953,
James Watson si Francis Crick au elucidat structura
tridimensionald a moleculei de ADN. Aceasta este
formatd din doud lanturi polinucleotidice (doua
catene) rasucite unul in jurul celuilalt, formand
un dublu-helix (Fig. 6, B). In celule, ADN-ul este
dublucatenar.

Fiecare bazd azotatd dintr-o catena face
pereche cu o baza azotatd din cealalta catend, prin
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intermediul unor legaturi de hidrogen, tinand, astfel,
cele doua catene reunite (Fig. 6, A). (Legaturile
de hidrogen sunt legaturi slabe, prin care un atom
incarcat pozitiv §i un atom incarcat negativ sunt
unifi prin intermediul unui atom de hidrogen).
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Numai aceste legaturi (A-T si G-C) sunt
posibile si, din aceastd cauza, daca se cunoaste
succesiunea de nucleotide dintr-o catend, se poate
deduce structura celeilalte catene. Catenele sunt,
astfel, complementare.

Fig. 6. Structura primara a ADN-ului (A) si dublu-helixul ADN (B).

Bazele azotate se gasesc situate spre interiorul
dublu-helixului, in timp ce spre exterior se afla
zaharul (pentozele), unite prin intermediul legatu-
rilor fosfodiesterice. Aspectul general este asema-
nator unei scari flexibile, in care balustradele sunt
zaharurile unite prin intermediul gruparii fosfat, iar
treptele sunt bazele azotate.

Distanta dintre cele doua catene, datorata lega-
turii de hidrogen dintre o purind si o pirimidinad, este
de 2 nanometri (nm) si se mentine constanta pe toata
lungimea dublu-helixului.

O rotatie completa a helixului are loc la fiecare
3,4 nm, iar distanta dintre doua baze azotate succesive
de pe aceeasi catend este de 0,34 nm. Astfel, fiecare
rotatie corespunde la 10 perechi de baze azotate.

Fiecare adenina dintr-o catena face pereche,
prin intermediul unei legaturi duble de hidrogen, cu
timina din cealalta catend, in timp ce fiecare guanina
formeaza pereche cu citozina, printr-o legatura tripla
de hidrogen.

Cele doua lanturi polinucleotidice ale dublu-
helixului sunt orientate 1n directie opusd unul fata
de celdlalt, ceea ce inseamnd ca sunt antiparalele
(Fig. 6, A). Daca una dintre catene are sensul 5’
fosfat — 3’ zahar, cealalta va avea directia 3° — 57;
cu alte cuvinte, la acelasi capat al dublu-helixului, o
catena se termind cu gruparea 5’°- fosfat, in timp ce
a doua catend se termind cu gruparea 3’- OH.

Retine!
Catenele dublu-helixului ADN sunt complementare
si antiparalele.

Structura tridimensionald a ADN-ului a deve-
nit simbolul biologiei moleculare si a sugerat des-
coperitorilor ei, incd de la inceput, mecanismul prin
care acesta se replica cu atata fidelitate.
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Tema

1. Utilizand cunostintele de chimie, realizeaza modele
structurale pentru bazele azotate si pentru tipurile de
nucleotide.

2. Compara structura chimica a ADN-ului si a ARN-ului.
Precizeaza asemanarile si deosebirile dintre acestea.

3. Analizeaza si stabileste daca urmatoarele enunturi sunt
adevarate sau false. Motiveaza-{i alegerea, evidentiind
corelatia structura-functie.

a) Tulpina R de Streptococcus pneumoniae este inhibata de
sistemul imunitar al gazdei.

b) Legaturile fosfodiesterice stau la baza formarii lanturilor
polinucleotidice din acizii nucleici.

¢) Uracilul inlocuieste adenina in compozitia ADN-ului.

4. Stabileste care este ordinea corectd a legaturilor intr-o
nucleotida din ADN:

a) grupare fosfat — adenina — dezoxiriboza;

b) zahar — citozina — grupare fosfat;

¢) grupare fosfat — guanina — riboza;

d) pentoza — grupare fosfat — timina.

2.3. REPLICAREA ADN-ULUI

Regulile de imperechere a bazelor azotate
determind modul in care se combina bazele azo-

tate, care formeaza ,treptele” dublu-helixului, dar
nu influenteaza succesiunea de nucleotide de-a lun-
gul aceleiasi catene. Astfel, ordonarea celor patru
perechi de baze variaza enorm, iar fiecare gena are
propria sa secventa.

Intrucat cele doua catene sunt complementare,
fiecare dintre ele contine informatia necesara pentru

reconstructia celeilalte. Atunci cand o celuld isi
copiazd molecula de ADN, cele doua catene se
separd, iar fiecare catend foloseste ca matritd pentru
sinteza unei noi catene.

De exemplu, cand dublu-helixul este despi-
ralizat la nivelul perechii A-T (adenina-timind), o
catend va confine A, iar cealaltd va contine pe T.
In timpul replicarii, A din matrita ADN-ului va face
pereche cu T in noua catend sintetizata, generand
o altd pereche de baze A-T. La randul sau, T din
cealalta catena-matrita se va imperechea cu A, intr-o
noud catena sintetizata. Vor rezulta, astfel, doua
perechi A-T, corespunzatoare a doud dublu-helixuri.
Procesul se va repeta pentru fiecare pereche de baze
azotate din dublu-helixul moleculei de ADN.

Acest mecanism de replicare este cunoscut sub
denumirea de modelul semiconservativ, deoarece
fiecare molecula-fiica de ADN are o catena-matrita
conservata si o catena nou sintetizata. Cu alte cu-
vinte, o catend este intotdeauna conservata, re-
prezentand catena parentald, iar cealaltd catena este
noua (Fig. 7).

Atunci cand a fost propus, modelul de
replicare semiconservativa nu a putut fi demonstrat

experimental. Din aceastd cauza, au mai existat si alte
doua modele alternative: replicarea conservativa
si replicarea dispersivi (Fig. 7). In cazul replicarii
conservative, molecula parentala ramane intacta,
iar noua molecula se formeaza ,,de novo”. Modelul
dispersiv presupune ca, dupa replicare, fiecare
dintre cele patru catene reprezintd un amestec de
ADN parental si de ADN nou sintetizat.
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Fig. 7. Modele de replicare a ADN-ului.

Abia in anul 1957, Matthew Meselson si
Franklin Stahl au efectuat un experiment prin care
au dovedit cd replicarea este, intr-adevar, semi-
conservativa, asa cum se deducea din modelul lui
Watson si Crick.

Experimentul Meselson-Stahl a constat in
cultivarea bacteriei Escherichia coli pe mediu care
continea izotopul greu al azotului (*N). (Un izotop
este un atom cu numar diferit de neutroni fata de
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atomul obisnuit.) Bacteriile au incorporat "N in
ADN-ul lor.

Ulterior, bacteriile au fost transferate pe un
mediu care continea '“N, izotopul comun al azo-
tului. Masurand densitatea ADN-ului extras de la
bacterii, s-a constatat ca ADN-ul nou sintetizat este
mai usor decat ADN-ul de la bacteriile crescute pe
mediu cu N, dar mai greu decat cel extras de la
E.coli cultivata pe mediu cu "“N. Singurul model
de replicare valabil s-a dovedit a fi cel al replicarii
semiconservative.

Retine!

ADN-ul se replica semiconservativ.

Etapele replicarii ADN-ului

Replicarea unei molecule de ADN este un
proces complex, cu mai multe etape, in care sunt
implicate numeroase enzime.

Replicarea incepe in regiuni denumite origini
de replicare, iar fragmentele rezultate sunt, apoi,
unite intre ele. in timp ce cromozomul bacterian
are o singura origine de replicare, la eucariote,
cromozomii, fiind mai mari, posedd mai multe
origini de replicare.

Prima conditie pentru ca replicarea sa poata
incepe este despiralizarea si ruperea legaturilor
de hidrogen dintre cele doua catene; aceastd etapa
se realizeazd cu ajutorul unor enzime numite
helicaze.

Replicarea este posibila Intotdeauna numai in
directia 5’ — 3’, ceea ce face ca, pe una dintre catene
(orientatd 3° — 5°), replicarea sd se desfasoare
continuu, in timp ce pe catena complementarad
(orientata 5> — 3’), replicarea se desfasoard
discontinuu, prin formarea unor fragmente scurte de
ADN (numite, dupa descoperitorul lor, fragmente
Okazaki), de 1500 de nucleotide, la eucariote, si de
aproximativ 150 de nucleotide, la procariote. Unirea
acestor fragmente se realizeaza prin intermediul
unor enzime numite /igaze.

Modelul prezentat este un model general, care
nu face decat pe alocuri referire la deosebirile dintre
procariote si eucariote. In realitate, exista diferente
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in desfagurarea replicarii la cele doud tipuri de
celule, din cauza organizarii diferite a materialului
genetic. Una dintre cele mai importante deosebiri se
referd la terminarea replicarii, deoarece, liniaritatea
cromozomilor de la eucariote implica formarea unor
structuri specializate la capetele cromozomilor,
structuri cunoscute sub numele de telomere.

La nivelul portiunii deschise a dublu-helixului,
numitd bifurcatie de replicare (Fig. 8), sub acti-
unea unei enzime numite ARN-polimeraza, se
sintetizeaza o secventa scurtd de ARN, numita pri-
mer ARN.

Acest primer ARN este necesar, deoarece
ADN-ul insusi nu poate initia replicarea. El furni-
zeaza un capat liber 3’-OH, necesar altei enzime,
ADN-polimeraza, care, prin addugare de nucleotide,
determind elongarea lantului polinucleotidic. Ulte-
rior, primerul ARN este indepartat (Fig. 9).

Flg 8. Bifurcatia de replicare a ADN-ului, care rezulta
in urma despiralizarii si a ruperii puntilor de hidrogen
dintre catenele dublu-helixului.
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Fig. 9. Etapele replicarii ADN-ului pe ambele catene
si enzimele implicate in acest proces. Se observa ca,
pe una dintre catene, procesul este continuu, iar pe
cealalta, se formeaza fragmente Okazaki, care vor fi
unite apoi cu ajutorul unor ligaze.
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REZUMAT

ADN-ul contine informatia necesara pentru sinteza
proteinelor si autoreplicare. Pentru prima data,
ADN-ul a fost izolat in anul 1869 si a fost denumit
nucleina. Identificarea ADN-ului ca material ge-
netic a rezultat ca urmare a experimentelor lui
Griffith, Avery si ale colaboratorilor lor.

Pornind de la observatia ca, in lungul moleculei
de ADN, numarul de purine egaleaza numarul de
pirimidine, Watson si Crick au descoperit structura
tertiara a ADN-ului.

Dublu-helixul ADN este asemanator unei scari, in
care balustradele sunt o alternantd de dezoxiriboza
si fosfat. Treptele scarii sunt reprezentate de pe-
rechi complementare de A-T si, respectiv, G-C.
Dublu-helixul ADN este antiparalel, cele doua catene
care 1l formeaza fiind orientate in directii opuse.
Replicarea ADN-ului este semiconservativa, astfel
cd, intotdeauna, una dintre catene este o catena
parentald, iar cealalta catend este nou sintetizata.
Replicarea ADN-ului presupune mai multe etape,
in fiecare etapa fiind implicate diferite enzime.

Temda

Ce legdtura existd intre ARN si procesul prin care
are loc replicarea ADN? Argumenteaza.

Motiveaza importanta replicarii ADN-ului dupa
modelul semiconservativ.

Stabileste si explica ordinea implicarii enzimelor
in replicare. Precizeaza rolul lor. Ce consecinte ar
avea modificarea succesiunii etapelor?

Precizeaza daca enuntul este adevarat (A) sau fals
(F). In cazul in care textul este gresit, inlocuieste
cuvantul subliniat cu cel potrivit, pentru ca
propozitia sa devina adevarata.

Replicarea se realizeaza continuu, pe catena 5°- 3.
Helicazele rup legaturile covalente dintre cele doua
catene ADN.

Cromozomii eucariotelor au mai multe origini de
replicatie.

3. DE LA ADN LA PROTEINE

Biosinteza proteica este un proces celular com-
plex, care se desfasoara in doud etape (Fig. 10):

1. transcrierea genetica, cunoscuta ca etapa
de copiere a informatiei dintr-o secventd de
ADN intr-o secventa de ARN;

2. traducerea genetica', definita ca ectapa
de decodificare a secventei de nucleotide din
moleculaARNm, intr-o secventa de aminoacizi,
in structura unei catene polipeptidice.

3.1. TIPURI DE ARN

Dupa cum s-a aratat anterior, ARN-ul este similar
ADN-ului: amandoi sunt acizi nucleici reprezentand
secvente de baze azotate, unite lateral cu gruparea
pentozo-fosfat. Totusi, existd diferente structurale si
functionale care fac ca ARN-ul sa se deosebeasca
de ADN. Structural, ARN-ul este, in general, mono-
catenar, in timp ce ADN-ul este dublucatenar.
De asemenea, ARN-ul contine baza pirimidinica
uracil (U) in loc de timind (T), care este prezentd in
structura ADN-ului. ARN-ul include zaharul riboza,

D In englezd, traducerea este denumita ,.translation* si, de
aceea, in mod frecvent, geneticienii utilizeaza termenul de

translatie®, ceea ce, conform DEX-ului, este o eroare.
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in timp ce ADN-ul are in compozitie dezoxiriboza.
Functional, ADN-ul contine informatia genetica, iar
ARN-ul utilizeaza aceastd informatie, care permite
celulei sa sintetizeze proteine specifice. La realizarea
acestui proces, contribuie mai multe tipuri de ARN,
care se sintetizeaza in procesul transcrierii mesajului
genetic.

a) ARN-ul mesager (ARNm) poarta acest
nume, deoarece transportd informatia genetica (me-
sajul) de la ADN-ul din nucleu, in citoplasma, la
aparatul celular al sintetizarii proteinelor (ribozomi).
Are structura monocatenara si marime variabila, in
functie de marimea genelor a caror informatie o co-
piaza (Fig. 11). Cele mai mari molecule de ARNm
contin intre 500 si 1000 de baze (nucleotide).

O

Fig. 11. ARNm copiaza informatia genetica din ADN.

b) ARN ribozomal (ARNr) este format din
porfiuni monocatenare ce alterneaza cu portiuni
bicatenare i masoara de la 100 pana la aproximativ
3000 de nucleotide, in lungime. In citoplasma,
asociat cu proteine specifice, formeaza ribozomi
— suportul structural al biosintezei proteice. Intrucat
cele mai multe celule contin mii de ribozomi, se con-
sidera ca ARNr este cel mai abundent tip de ARN
din celula (80-90% din totalul de ARN celular).

¢) ARN-ul de transfer (ARNt), comparativ cu
ARNm, are o greutate moleculard mica, continand
aproximativ 80 de nucleotide. Molecula sa, care are
aspect de frunza de trifoi, prezinta o structura tridi-
mensionald, determinatd de formarea legaturilor de
hidrogen intre bazele complementare, A—T si G—C,
ajunse in vecindtate in anumite zone (Fig. 12).

ARNTt activeaza si transfera aminoacizii la ribo-
zomi, in timpul biosintezei proteice.

12

Aceste trei tipuri de ARN existd atat in celula
eucariota, cat si in celula procariota.
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Fig. 12. Structura ARNL.

d) ARN-ul nuclear mic (ARN small nuclear
— ARNsn), cel de-al patrulea tip de ARN identificat
la eucariote, are rol in structura si functionarea
nucleului. ARNsn formeaza, impreuna cu proteine-
le, complexe ribonucleoproteice, importante in pro-
cesul de maturare a ARNm.

e) Un alt tip de ARN este ARN viral (ARNv).
ARNv constituie materialul genetic al ribovi-
rusurilor (HIV, VMT, virusul gripal, virusul polio-
mielitei) si se prezinta sub forma lineara sau circulara,
avand structura monocatenara sau bicatenara.

Marimea si greutatea sa moleculard depind de
cantitatea de informatie genetica pe care o contine.
ARNVv se reproduce in celula-gazda pe cai diferite.

3.2. CopUL GENETIC

Dupa descoperirea acizilor nucleici, a struc-
turii si a rolului lor in transformarea genetica la
bacterii, cercetdtorii au emis ipoteza existentei
unei corespondente intre succesiunea celor patru
tipuri de baze azotate din molecula acizilor
nucleici si succesiunea celor 20 de tipuri esentiale
de aminoacizi din structura proteinelor. Ulterior,
s-a demonstrat ca aceastd corespondenta exista si
a fost numita cod genetic.

Unitétile de codificare a informatiei necesare
sintezei proteinelor sunt triplete de nucleotide sau
codoni. Daca fiecare aranjament de trei nucleotide
specificd un aminoacid, codul genetic poate fi




format din 64 de codoni (4°= 64, ceea ce reprezinta
cele 4 tipuri de baze azotate luate cate 3), fiind mai
mult decat suficient pentru recunoasterea celor 20
de tipuri de aminoacizi (Fig. 13).
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Fig. 13. Codul genetic.

Experimental, s-a verificat daca circulatia infor-
matiei de la gene la proteine se bazeaza pe triple-
tele codificatoare si s-a dovedit cd instructiunile
genetice pentru sinteza lantului polipeptidic sunt
inscrise continuu in molecula ADN-ului, fara pauza
de codoni. De exemplu, pozitia particulara a triple-
tei AGC, de-a lungul ADN-ului, determina plasarea
aminoacidului serind Intr-o pozitie corespunzatoare
a polipeptidului sintetizat.

In timpul transcrierii, gena determin secventa
de baze de-a lungul unei molecule de ARNm. Pen-
tru fiecare gena, numai una dintre cele doud cate-
ne ale ADN-ului este transcrisa. Aceasta catena se
numeste catena codificatoare (matritd), deoarece
furnizeazad modelul pentru ordonarea secventei de
nucleotide in ARNm transcris.

Molecula de ARNm este sintetizatd n directie
antiparalela fata de catena de ADN pe care o copiaza.
De exemplu, tripleta de baze ACC din structura
ADN-ului (3°—ACC — 5°) devine o copie 5’ — UGG
— 3’, in molecula ARNm. Tripletele de baze (nucle-
otide) ale ARNm-ului se numesc codoni si, Tn mod
obisnuit, sunt transcrisi in directia 5° — 3’. Acesti co-
doni sunt complementari cu modelul catenei ADN si
identici ca secventa, cu deosebirea ca ARNm contine
Uinlocde T (Fig. 14).

Geneticd moleculara

OO0

TCCAATGGCTT
AGGTTACCG AA

TCEAATGGCTTATTTGE A

. dewciin

4G B AUGEGC ULW = e ainlssh
TTACODGAATAAALC

Fig. 14. Complementaritatea ARNm /
catena-matritad ADN.

In timpul traducerii, secventele de codoni din
molecula ARNm sunt traduse sau decodificate intr-o
secventd de aminoacizi din lantul polipeptidic. in
procesul traducerii, codonii sunt cititi de-a lungul
moleculei de ARNm, in directia 5 — 3’. Fiecare
codon arata care dintre cele 20 de tipuri de aminoacizi
esentiali va fi incorporat la pozitia corespunzatoare,
in molecula polipeptidica.

Deoarece codonii sunt triplete de baze, numarul
de baze care formeaza mesajul genetic trebuie sa fie
de trei ori mai mare decat numarul aminoacizilor
din structura proteinei sintetizate.

Primul codon a fost descifrat de Marshall
Nirenberg. In 1961, in conditii de laborator, Niren-
berg a demonstrat cd aminoacidul fenilalanina este
specificat de tripleta de nucleotide UUU. Desi a
fost necesard utilizarea mai multor tehnici ca sa
descifreze tripletii micsti, precum AUA si CGA,
toti cei 64 de codoni au fost descifrati pana la mij-
locul anilor 1960. 61 dintre cele 64 de triplete de
nucleotide descifrate codificd aminoacizi.

Cei trei codoni — UAA, UAG, UGA -, care
nu semnificd includerea aminoacizilor in catena
polipeptidica, sunt semnale ,,Stop” si marcheaza
sfarsitul traducerii mesajului genetic.

Codonul AUG are o dubla functie: codifica
aminoacidul metionind (Met) si functioneaza ca
semnal ,,Start” sau ca un codon de initiere a tradu-
cerii genetice. Mesajele genetice reprezentate de
moleculele ARNm incep cu un codon AUG, care ii
indica sistemului de sinteza a proteinelor sa inceapa
cu legarea aminoacidului metionind. Pentru ca
AUG specificd metionina, lanturile de polipeptide
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sintetizate incep intotdeauna cu aminoacidul me-
tionind, dar o enzima poate Inlocui metionina de la
inceputul lantului polipeptidic.

Codul genetic este degenerat. Deoarece exista
mai multi codoni decat aminoacizi, un aminoacid
poate fi codificat de mai multi codoni (aminoacidul
fenilalanind este codificat de tripletele UUU si
UUC). Cu toate acestea, in codul genetic nu exista
ambiguitate.

De exemplu, desi ambii codoni GAA si GAG
specifica acidul glutamic, niciunul dintre ei nu
codifica vreun alt aminoacid. Redundanta din cod nu
este intamplatoare. In multe cazuri, codonii care sunt
sinonimi pentru un aminoacid particular diferd doar
in a treia baza a tripletului. Se considera ca primele
doua nucleotide dintr-un codon sunt importante, a
treia nucleotida putand fi inlocuita cu oricare dintre
cele patru tipuri. Exceptie de la aceastd regula fac
tripletele de nucleotide care codificd aminoacizii
leucina si arginina.

Codul genetic este nesuprapus, ceea ce
inseamna ca doi codoni invecinati nu au nucleotide
comune. Citirea mesajului genetic se face continuu,

fara virguli. In exemplul urmitor sunt reprezentati
4 codoni care codifica 4 aminoacizi ai unei proteine
si anume: triptofan (Trp), fenilalanind (Phe), glicina
(Gly) si serina (Ser).

ARNm UGG UUU GGC UCA

Traducere l l l l

Proteina Phe Gly Ser

Trp

Codul genetic este universal, egal distribuit la
toate organismele, de la cele mai simple bacterii la
cele mai complexe animale. Aceasta demonstreaza
originea foarte veche a codului genetic. De exemplu,
codonul CCG din molecula ARNm specifica ami-
noacidul prolina, cel putin la toate organismele al
caror cod genetic a fost examinat in experimentele
de laborator.

Exceptiile de la universalitatea codului genetic
includ sistemele de traducere, unde putini codoni
se abat de la rolul lor standard. Usoare variatii ale
codului genetic exista la cateva eucariote unicelulare

si la genele organitelor celulare ale unor specii. La
unele procariote, codonii ,,Stop* pot codifica unul
sau doi aminoacizi.

Codul genetic a evoluat foarte putin, univer-
salitatea lui in lumea vie fiind certa.

3.3. TRANSCRIEREA GENETICA

Molecula de ARNm rezultata in procesul trans-
crierii genetice este o copie fideld a informatiei
genelor, necesard sintezei proteinelor de care are
nevoie celula la un moment dat.

Transcrierea informatiei genetice este un pro-
ces complex, care poate fi prezentat in trei faze:
initierea transcrierii, alungirea moleculei ARN si
terminarea transcrierii (Fig. 15):

Fig. 15. Fazele transcrierii ARNm.

a) initierea transcrierii

De-a lungul moleculei ADN, exista secvente
de nucleotide specifice, care marcheaza atat locul in
care Incepe transcrierea genelor, cat si locul in care
se termind. Secventa de nucleotide ADN, la care se
ataseazd enzima ARN-polimeraza si care initiaza
transcrierea, este cunoscuta sub numele de promotor,
iar secventa de nucleotide care marcheaza sfarsitul
transcrierii genelor se numeste terminator.

Promotorul unei gene include in structura
sa punctul de start al transcrierii si determina ca-
re dintre cele doud catene ADN va fi catena codi-
ficatoare (matritd). La eucariote, atagarea enzimei
ARN-polimeraza la promotorul unei gene este
mediatd de factorii de transcriere (complex de
proteine), iar la procariote, aceasta se face direct.




Segmentul ADN-ului care este transcris intr-o
moleculda de ARN este numit unitate de trans-
criere.

b) alungirea moleculei ARN

ARN-polimeraza se deplaseaza de-a lungul
moleculei de ADN si continud sa desfaca dublu-
helixul ADN, expunand simultan aproximativ 10-
20 de baze ADN, pentru imperecherea cu nucle-
otide ARN. Nucleotide noi sunt adaugate la capatul
3’ al moleculei ARN in crestere. La eucariote,
transcrierea progreseaza cu o rata de 60 de nucleotide
pe secunda.

¢) terminarea transcrierii

Mecanismul de incheiere a transcrierii este
diferit la procariote fata de eucariote. La procariote,
o secventd de ARN functioneazd ca semnal de
incheiere a transcrierii, ceea ce face ca polimeraza
sa se detaseze de pe ADN si sa elibereze transcriptul
(ARN-ul nou sintetizat) care poate fi folosit imediat
ca ARNm. La eucariote, procesul incheierii trans-
crierii genetice este mult mai complex. Initial, se
sintetizeaza un ARN pre-mesager, format din introni
(secvente noninformationale) si exoni (secvente
informationale). ARN-ul pre-mesager este supus
unui proces enzimatic de maturare, care constd in
eliminarea intronilor si asamblarea exonilor. ARNm
rezultat trece din nucleu in citoplasma, la ribozomi,
unde se desfasoara traducerea.

3.4. TRADUCEREA GENETICA

Traducerea geneticd sau sinteza lantului
polipeptidic poate fi impartita, ca si transcrierea
genetica, In trei faze: faza de initiere a traducerii,
faza de alungire a catenei polipeptidice si faza de
terminare a traducerii.

a) initierea traducerii

Aceastd etapa aduce impreund ARNm, ARNt
legat de primul aminoacid al lanfului polipeptidic
si cele doud subunitati ale ribozomilor. Mai intai,
subunitatea micd a ribozomului leagi ARNm si
un ARNt specific, care transportd aminoacidul me-
tionind, numit initiatorul ARNt.

Geneticd moleculara

De altfel, subunitatea mica a ribozomului
se miscd in josul moleculei ARNm, pand la co-
donul Start AUG, care semnalizeazd inceperea
traducerii.

Legarea ARNm cu initiatorul ARNt si cu subu-
nitatea mica ribozomala este urmata de atasarea sub-
unitatii mari ribozomale, completand complexul de
initiere a traducerii.

Formarea complexului de initiere este mediata
de factorii de initiere §i se bazeazd pe energia
eliberatd prin hidroliza GTP (guanozintrifosfat) din
citoplasma. Initiatorul ARNt este trecut in locusul
P al ribozomului, iar locusul A rdmane liber pentru
un alt ARNt - aminoacid, sinteza polipeptidului
realizandu-se, intotdeauna, intr-o singura directie,
de la metionina initiala catre aminoacidul final.

Reactiile caracteristice sunt:

= Activarea aminoacizilor:

aminoach sinletaze s p o AMP4+P-P

AL +ATP

» Legarea aminoacizilor activati de ARNt
specific:

EMNJack-smaare

Ab = AMP+ARNE —————=—me A8~ ARNIHAMP

Cele doua reactii sunt catalizate de enzimele
aminoacil-sintetaze. Energia necesara activarii AA
rezultd din hidroliza ATP (adenozintrifosfat). La
nivel mitocondrial, AMP (adenozinmonofosfat),
prin fosforilare, reface ATP.

b) alungirea catenei polipeptidice

Se realizeazd prin adaugarea aminoacizilor,
unul cate unul, la aminoacidul precedent, intre
care se formeaza legaturi dipeptidice. Reactiile
se desfasoara in prezenta factorilor de alungire,
utilizdnd energia rezultatd din hidroliza GTP
(guanozintrifosfat).
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AA1—ARN-t1+AA; — ARN-t,

Peptidil—transferaze= AA; ~ AA> + ARN-t; + ARN-t,

GTP

Adaugarea aminoacizilor se face conform
citirii mesajului genetic, codon cu codon, prin mis-
carea ribozomului si a ARNm, unul dupa altul, uni-
directional (5°— 3°).

¢) terminarea traducerii

Adaugarea aminoacizilor la lantul polipeptidic
continud pand cand codonul ,,Stop” din ARNm
ajunge in locusul A al ribozomului. Codonul
»3top” (UAA, UAG sau UGA) nu codifica niciun
aminoacid, ci marcheaza sfarsitul traducerii. Pro-
cesul se produce in prezenta factorului de eliberare
care se leaga direct la codonul ,,Stop” din locusul
A al ribozomului. Factorul de eliberare determina
hidroliza polipeptidului format complet, aflat
in locusul P al ribozomului, si eliberarea lui prin
tunelul subunitatii mari ribozomale.

Fig. 16. Sinteza proteinelor.

Sfarsitul sintezei proteice este marcat de
eliberarea ARNt, care poate fi utilizat In alte bio-
sinteze, de dezorganizarea ribozomilor in cele doua
subunitati si de dezintegrarea ARNm.

Proteinele sintetizate sunt folosite in me-
tabolismul celular, indeplinind rol structural sau
catalitic.

REZUMAT

Pentru fiecare gend, numai una dintre catenele
ADN-ului functioneazd ca model pentru trans-
criere. Regulile imperecherii bazelor din sintezele
de ADN dirijeazd, de asemenea, traducerea
genetica, cu deosebirea cd, in molecula ARNm,
U ia locul lui T.

In timpul traducerii, ARNm este citit ca o secventa
de triplete de baze, numite codoni. Totalitatea
codonilor (64) formeazd codul genetic. Fiecare
codon determind care aminoacid urmeaza sa fie
adaugat la lantul polipeptidic ce se sintetizeaza.
Traducerea informatiei ARNm se face in directia
5’ = 3’, in citoplasma, la nivelul ribozomilor.
Se formeazd o catena polipeptidica folositd in
metabolismul celular.

Tema

Evidentiaza si noteaza intr-un tabel asemanarile
si deosebirile dintre tipurile de ARN. Formuleaza
concluzii legate de corelatia structura-functie.

Alcatuieste un segment din macromolecula de ADN,
stabileste codonii ARNm corespunzatori nucleotidelor
initiale, astfel incat, prin translatie, aminoacizii
codificati sa aiba urmatoarea succesiune in catena
polipeptidica: leucina-glutamind-arginind-alanind.

Compara transcriptia cu translatia si formuleaza
concluzii referitoare la: locul de desfasurare, enzimele
implicate, particularitatile structurilor inifiale si ale
celor finale pentru fiecare proces.

Explicade ceurmatoarele doua secvente informationale
de ADN, desi sunt diferite, pot determina, in final,
sinteza unor catene polipeptidice cu aceiasi ami-
noacizi:

e primul segment: TGATTATCA

* alt segment: TGTTTGTCG

= Utilizeaza figura 13 1n care este prezentat co-
dul genetic si stabileste aminoacizii care corespund
informatiei genetice.

= Construieste si alte exemple de catene ADN care sa
determine, dupa transcriptie si translatie, produsi finali
comuni.

Argumenteaza de ce lanturile de polipeptide sintetizate
incep intotdeauna cu aminoacidul metionind. Cum
explici ca, in final, aceastd particularitate nu mai este
prezenta?
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4. ORGANIZAREA MATERIALULUI GENETIC

ADN-ul este molecula fara de care viata nu ar
putea exista, intrucat aceasta asigurad reproducerea
prin transmiterea informatiei genetice generatiilor
urmatoare.

La organismele cu structurd celulard, ADN-ul
este organizat In cromozomi, care reprezinta mole-
cule de ADN individuale formate, la randul lor, din
gene si alte secvente nucleotidice, cu rol de reglare
sau fara o functie identificata pana in prezent.

Conceptia privind genele a evoluat mult in
ultimii ani. Mult timp a fost acceptatd definitia
conform careia gena este o secventd de ADN, care
este transcrisa si care determina caracterele aparente
ale unui organism, respectiv fenotipul.

Insa, nu toate genele sunt traduse in proteine;
multe dintre acestea determind sinteza diferitelor
clase de ARN, altul decat ARN mesager. Cu alte
cuvinte, produsii genelor sunt diferite tipuri de
molecule ARN.

4.1. MATERIALUL GENETIC VIRAL

Virusurile sunt particule infectioase formate
din material genetic si proteine. Este important de
retinut faptul ca virusurile nu au organizare celulara,
deci nu sunt organisme.

Materialul genetic viral —spre deosebire de con-
ceptia generala, conform careia genele sunt formate
din ADN dublucatenar — poate fi reprezentat de
ADN-ul dublucatenar, de ADN-ul monocatenar de
ARN-ul dublucatenar si de ARN-ul monocatenar.
In functie de tipul de acid nucleic continut, exista
virusuri ADN si virusuri ARN.

La ambele tipuri de virusuri, materialul genetic
este organizat fie sub forma unei molecule liniare de
acid nucleic, fie sub forma unei molecule circulare.
Cele mai mici virusuri au numai patru gene, in timp
ce virusurile mai mari poseda cateva sute de gene.

Genomul viral se afla protejat in interiorul
unei capside virale formate din subunitati proteice,
numite capsomere. Forma capsulei virale variaza
foarte mult, de la cele mai simple — care sunt
helicoidale, poliedrice etc. — pana la cele cu format
mult mai complex.

Unele virusuri poseda si alte structuri, care, de
regula, le ajutd in infectarea gazdelor. Astfel, viru-
surile gripale (virusuri influenza) poseda o anvelopa
virald, cu aspect membranos, care acopera capsida.

Totusi, cele mai complexe capside se intalnesc
la virusurile care infecteaza bacteriile si care sunt
denumite bacteriofagi (sau, mai simplu, fagi)
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Fig. 17. Diferite tipuri de virusuri. Se observa forma
variata a capsidei virale.

Retine!
Virusurile sunt de doud tipuri (ADN si ARN) si nu au
organizare celulara.

Deoarece nu se pot reproduce decat in celula-
gazda, virusurile sunt paraziti intracelulari obligati.
Virusurile izolate sunt un fel de seturi de gene
protejate de o capsuld proteica si aflate in tranzitie
de la o celula la alta.

Fiecare tip de virus poate infecta si parazita un
numar limitat de gazde. O infectie virald debuteaza
cu patrunderea virusului in celula-gazda. Odata
intrat, virusul reprogrameaza celula-gazda, pentru
a copia genele virale si pentru a sintetiza proteinele
ce formeaza capsida. Indiferent de tipul materialului
genetic viral, gazda va furniza nucleotidele necesare
pentru sinteza acizilor nucleici, enzimele, ribozomii,
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aminoacizii §i alte componente necesare sintezei
proteinelor virale (Fig. 18).

Fig. 18. Etapele unei infectii virale.

Cel mai simplu ciclu celular viral se incheie
dupa ce s-au format sute sau mii de noi virusuri $i
acest lucru este, adeseori, simultan cu distrugerea
celulei-gazda.

4.2. CROMOZOMUL $I GENELE BACTERIENE

Materialul genetic bacterian se géseste, in
cea mai mare parte, sub forma unei molecule cir-
culare de ADN dublucatenar. Aceasta moleculad
este impropriu denumitd ,,cromozom”, deoarece
diferd foarte mult de cromozomii eucariotelor, prin
modalitatea de Tmpachetare si prin proteinele cu
care este complexatd. Cu toate acestea, in mod
uzual, siin cazul bacteriilor, se pastreaza denumirea
de cromozom.

Marimea si arhitectura cromozomului bacterian

Marimea cromozomului bacterian variaza de la
mai putin de 1000 pb (pb — perechi de baze) pana la
12-13 milioane pb. Escherichia coli, de exemplu, are
aproximativ 4,7 milioane pb, care corespund la 3000
de gene si care masoara aproximativ 1 milimetru in
lungime.

Pentru ca o celuld bacteriand sa poatd confine
o moleculd ADN de asemenea marime, de obicei
de 1000 de ori mai lunga decat celula, este necesar

ca respectiva molecula sa fie strans Tmpachetata.
Prin asociere cu proteine si ARN, ADN-ul bacterian
formeaza aproximativ 50 de bucle, care, la randul
lor, sunt supraradsucite (Fig. 19). Se pare ca diferite
categorii de enzime bacteriene sunt responsabile de
gradul de rasucire. Una dintre cele mai importante
enzime, cu rol in stabilirea i mentinerea arhitecturii
cromozomului bacterian, este ADN-giraza.

Cromozomul bacterian strdns impachetat for-
meaza acea regiune din celuld cunoscuta sub de-
numirea de nucleoid, care este caracteristica pro-
cariotelor. Nucleoidul este atasat de membrana
plasmatica a celulei bacteriene, in aproximativ 20
de puncte.
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Fig. 19. Cromozomul bacterian. Se observa principalul
punct de atasare la membrana plasmatica (de langa
regiunea Ori C), precum si modelul de impachetare.

In afard de cromozom, numeroase bacterii con-
tin plasmide. Acestea sunt molecule de ADN, mici,
circulare, care contin un numar redus de gene.

Retine!
Materialul genetic bacterian este format din cromozom
si plasmide.

Replicarea si structura cromozomului bacterian

Replicarea cromozomului bacterian se desfa-
soara In ambele sensuri, incepand de la o singura
origine de replicare (Ori C), si precede diviziunea
celulara (Fig. 20). In ceea ce priveste plasmidele,
la acestea s-au descris mai multe mecanisme de
replicare, ce difera in functie de tipul plasmidei.

ADN-ul de la procariote este, in cea mai mare
parte, codificator, iar cele mai multe gene se afla
intr-o singura copie, per genom. O exceptie o con-
stituie genele care codifica pentru ARN ribozomal
si de transfer si care se gasesc in mai multe copii.




In contrast cu organismele eucariote, la bacterii
existd si multe gene care nu au promotor propriu si
care sunt cotranscrise pornind de la acelasi promotor.
Asemenea seturi de gene fac parte din unitati mai
mari, numite operoni.

4.3. CROMOZOMI SI GENE LA EUCARIOTE

Un cromozom eucariot contine o singura mo-
lecula de ADN, a carei lungime variaza foarte mult.
Astfel, cel mai mare cromozom de la Drosophila
melanogasterare aproximativ 107pb, fiind echivalent
cu un duplex liniar de 18 mm lungime. Deoarece
lungimea moleculelor de ADN cromozomial de-
paseste cu mult marimea celulelor, la eucariote
functioneaza un sistem elaborat de impachetare a
ADN-ului.

ADN-ul tuturor eucariotelor este asociat cu
numeroase proteine nucleare, impreuna cu care
formeaza cromatina.

Unele proteine sunt implicate in determinarea
structurii cromozomilor, In timp ce altele par sa
regleze anumite functii cromozomiale.

Organizarea cromatinei

Proteinele responsabile de modul in care este
organizatd cromatina se numesc histone si sunt
esentiale in formarca nucleosomilor.

Aceste unitati cromatinice contin un miez
format din cate doud molecule de histone, care
apartin la patru dintre cele cinci clase histonice
cunoscute (H2A, H2B, H3 si H4), si un fragment
ADN, de aproximativ 200 pb, rasucit in jurul
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acestui miez (Fig. 21). Nucleosomii sunt ingirati ca
margelele in sirag si sunt uniti prin intermediul unor
secvente de nucleotide, numite ADN linker, iar in
stabilizarea structurii lor este implicatd histona H1.

Fig. 21. Structura nucleosomilor.

Nucleosomii reprezinta primul nivel de Tmpa-
chetare a cromozomilor si pot fi observati in nucleii
interfazici (Fig. 22).

Urmatorul nivel de impachetare corespunde
fibrei de 30 nm, care rezultd din rasucirea stransa
a nucleosomilor, cu ajutorul histonei H1. Cea mai
compacta structurd o au cromozomii metafazici, in
care ADN-ul este inalt condensat.

Fig. 22. Stadii de impachetare a ADN-ului in
cromozomii eucariotelor.
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Cromozomii metafazici tipici sunt cromozomi
deja replicati, formati din doua cromatide, fiecare
reprezentand o moleculd continua de ADN. Cele
doud cromatide sunt reunite la nivelul unei zone
numite centromer, unde exista o structurd proteica
(kinetocorul), care foloseste pentru atasarea cromo-
zomilor la fusul de diviziune. Centromerul separa
cromozomul in doua brate.

Capetele cromozomilor se numesc telomere
si au rol in replicare si in protejarea cromozomilor
impotriva interactiunilor chimice si a atacurilor
enzimatice.

Chiar si In timpul interfazei, anumite portiuni
din cromozomi raman puternic condensate; aces-
tea reprezintd heterocromatina, denumitd asa
pentru a putea fi deosebitd de cromatina, mai
putin densa, numitd eucromatini. Intre cele doua
tipuri de cromatind existd diferente functionale,
heterocromatina fiind inactiva din punctul de vedere
al transcrierii.

Genele

Genele de la eucariote au o structurd discon-
tinud; astfel, secventele codificatoare, numite exo-
ni, sunt intrerupte de secvente necodificatoare,
numite introni (Fig. 23). O gena tipica pentru eu-
cariote contine un segment transcris, format din
succesiunea de exoni i introni, §i o regiune plasata,
de obicei, inaintea segmentului transcris, cu rol
reglator. Segmentul transcris incepe in regiunea Start
— o secventa de nucleotide care are rolul de a initia
transcrierea — si se termind cu codonii terminali.
Reamintim ca doar exonii sunt ulterior tradusi in
proteine. De obicei, Tnaintea zonei de initiere a
transcrierii se gaseste promotorul care, asa cum
am amintit in lectiile anterioare, este un segment ce
contine toate elementele necesare pentru un nivel
minim al transcrierii. La eucariote, se mai intalnesc
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si alte elemente cu rol reglator, plasate fie inaintea,
fie dupa segmentul transcris.

Fig. 23. Structura genei la eucariote. Se observa
alternanta dintre exoni si introni.

Unele gene, la fel ca la procariote, se gasesc in
numdar mare de copii, in aceastd categorie intrand
atat genele care codifica unele proteine, cat si genele
pentru ARN.

Retine!
Genele cucariotelor au structura discontinua, fiind for-
mate dintr-o succesiune de exoni §i introni.

ADN-ul repetat

In anumite regiuni din cromozomii eucario-
telor, compozitia In baze azotate este diferita, unele
baze gasindu-se intr-o cantitate mai mare. Aceste
regiuni corespund ADN-ului repetat, aparent fara
un rol functional bine stabilit. ADN-ul repetat este
format din scurte secvente nucleotidice, repetate de
foarte multe ori, ceea ce 1i confera o densitate diferita
si face posibila separarea lui de restul ADN-ului din
genom. Trebuie subliniat ca ADN-ul repetat este o
caracteristica a eucariotelor si ca, de cele mai multe
ori, reprezintd cea mai mare parte din cantitatea
totald de ADN a unui organism.

Numarul de cromozomi este o caracteristica
esentiald a fiecarei specii de organisme §i variaza
destul de mult in lumea vie, asa cum se intdmpla
si cu numarul de gene sau cu cantitatea de ADN
necodificator.
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REZUMAT

La organismele cu structura celulara, ADN-ul este organizat in cromozomi formati din gene si alte secvente nucleotidice, cu
rol de reglare sau fara o functie identificata.

O gena este o secventa de nucleotide, fiind necesara pentru producerea de ARN.

Materialul genetic viral poate fi reprezentat de ADN sau ARN, organizat fie sub forma unei molecule liniare de acid nucleic,
fie sub forma unei molecule circulare. Genomul viral se afla protejat in interiorul unei capside virale si poseda de la cateva
gene la cateva sute de gene.

Materialul genetic bacterian se gaseste, in cea mai mare parte, sub forma unei molecule circulare de ADN dublucatenar,
strans impachetata datorita asocierii cu proteine si ARN. In afara de cromozom, numeroase bacterii conin plasmide. ADN-ul
de la procariote este, in mare parte, codificator si este organizat in operoni. Fiecare gena dintr-un operon este formata dintr-o
secventa continua de ADN.

Un cromozom eucariot confine o singura moleculd de ADN, asociatd cu numeroase proteine nucleare, Impreund cu care
formeazi cromatina. In celulele eucariote, functioneaza un sistem elaborat de impachetare a ADN-ului. in functie de gradul
de condensare, intalnim heterocromatina si eucromatina. Nu tot ADN-ul eucariot este codificator. Inclusiv genele au o
structurd discontinua. Astfel, secventele codificatoare, numite exoni, sunt intrerupte de secvente necodificatoare, numite
introni.

Tema

4.  Identifica raspunsul corect:
1. Plasmidele:

a) contin ARN;

b) sunt de forma circulara;

¢) au dimensiuni mari;
Argumenteaza faptul ca materialul genetic la eucariote d) sunt localizate in cromozomul bacterian.

are o organizare superioara celui de la procariote. 11. Virusurile:

contin exclusiv ADN dublucatenar;
enuntul acestora sa fie adevarat: [0) i cpalii 68 mai hpl’\dlf)a; -
Cromozomul bacterian este format din ¢) nuse pot reproduce decat in celula-gazda;

este atasat de si formeaza in celula @ au lorgamz.a.tre celulara procariota.
regiunea nUMIta ....................... . I, Nucleosomii:

Cromozomii metafazici ai eucariotelor sunt for- & Sunt .legau 1r'1tre etprin ARN linkesi
Tl @ Ao reunite intr-un loc  P) contin un miez format din histone;
ce separd cromozomul in c) supt foArma‘;l exclusiv ('im Al?N, '
ce pot fi egale sau inegale e) existd in celule procariote §i eucariote.

Alcatuieste un eseu cu tema,, Cromozomul la procariote
si eucariote”, dupa urmatorul plan: compozitie chimica,
localizare in celula, numar si marime, structura ge-
nelor continute, replicare.

Completeaza urmatoarele fraze lacunare, astfel incat a)
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5. CONTROLUL EXPRIMARII GENELOR

5.1. REGLAJUL GENETIC LA PROCARIOTE

Activitatea metabolicd a celulei bacteriene
este reglatd genetic, motiv pentru care o celuld
simpla poate sa raspunda, cu maxima eficienta, la
modificarile mediului de viata.

Cel mai simplu mecanism de reglaj genetic
al activitatii celulare a fost descris, in 1961, de
cercetatorii F. Jacob si J. Monod, care au studiat
controlul exprimarii genelor ce determind sinteza
enzimelor implicate in metabolizarea lactozei la
Escherichia coli.

Mecanismul de control descris se bazeaza pe
faptul ca, in genomul bacterian, exista mai multe
categorii de gene:

a) genele codificatoare — sunt genele care con-
tin informatia necesara sintezei enzimelor. De regula,
genele codificatoare, ce controleaza o anumita cale
metabolica, se gasesc aldturate pe cromozomul bac-
terian, formand o unitate de transcriere. ARNm tran-
scris permite traducerea separatda a catenelor poli-
peptidice (a enzimelor), deoarece molecula sa este
presaratd cu codoni ,,Start” si codoni ,,Stop”, care
marcheaza locul in care incepe si in care se sfarseste
fiecare secventa codificatoare.

b) operatorul — este reprezentat de un seg-
ment de ADN situat 1n interiorul promotorului
sau Intre acesta si genele codificatoare. Operatorul
controleaza accesul enzimei ARN-polimeraza la
genele codificatoare ale enzimelor lantului meta-
bolic, activand sau inhiband transcrierea.

¢) promotorul —este locul situat pe cromozom,
in care ARN-polimeraza se poate lega la ADN,
initiind astfel transcrierea pentru toate genele
codificatoare ale enzimelor lantului metabolic.

Genele codificatoare, impreuna cu promotorul
si cu operatorul, formeaza un operon.

In genomul bacterian exista mai multi operoni,
fiecare controland o anumitd cale metabolica,
care este activata la un moment dat, in functie de
necesitatile celulei.

d) gena reglatoare — controleaza activitatea
operonului, prin sintetizarea unui semnal proteic,
numit represor. Conformatia spatiald a proteinei
represor permite legarea reversibild, intr-un loc
specific, a inductorului sau, respectiv, a corepre-
sorului, precum si legarea, in alt loc specific, la
gena operatoare, determinand astfel o modificare
spatiala a moleculei, care duce la modificarea acti-
vitatii operonului. Astfel de proteine cu doua locuri
specifice de legare au primit denumirea de enzime
alosterice. Inductorii si corepresorii au fost denumiti
efectori alosterici.

Gena reglatoare este localizatd la o anumita
distanta Tnaintea operonului si are propriul pro-
motor.

La procariote, controlul exprimdrii genelor
se manifestd la nivelul transcrierii genetice si se
realizeaza prin mecanisme diferite (Fig. 24).

Fig. 24. Reglajul negativ si reglajul pozitiv al
transcrierii la bacterii (activator — substanta care se
metabolizeaza).
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Reglajul negativ al transcrierii

In continuare, sunt prezentate doui mecanisme
de reglaj cu efect represiv asupra activitatii
operonului:

1) reglajul represibil caracterizeaza sinteza enzi-
melor cailor anabolice. In mod normal, ope-
ronul represibil este activ, deoarece represo-
rul sintetizat este inactiv. Cand produsul caii
metabolice (corepresor) atinge o concentratie
optimd, se cupleazd cu represorul inactiv, pe
care 1l activeaza. Represorul activat recunoaste
si leaga operatorul blocand transcrierea gene-
lor codificatoare si, ca urmare, sinteza enzime-
lor anabolice; de exemplu, functionarea opero-
nului #rp (triptofan) de la bacteria Escherichia
coli.

2) reglajul inductibil caracterizeaza sinteza enzi-
melor ciilor catabolice. In acest caz, operonul
inductibil este, de reguld, inactiv, deoarece gena
reglatoare determind sinteza unui represor ac-
tiv, care leaga direct operatorul, inhiband trans-
crierea genelor. Activarea operonului este re-
zultatul acumularii in mediu a substantei care
urmeaza a fi metabolizata si care leaga represo-
rul, inactivandu-1. Substanta se numeste induc-
tor, deoarece induce functionarea operonului
concretizatd in sintetizarea enzimelor necesare
propriei catabolizari; de exemplu, functionarea
operonului /ac (lactoza), de la bacteria Esche-
richia coli.

Reglajul pozitiv al transcrierii

La bacterii, existd operoni catabolizanti, a
caror functionare nu este reglata prin represie, ci
prin actiuni stimulatoare. Este si cazul operonului
mal (maltozd), ce determind sinteza enzimelor im-
plicate in metabolizarea maltozei. In lipsa maltozei,
operonul desfasoard o activitate redusa, enzimele
necesare catabolizarii maltozei fiind prezente in
cantitate mica in mediul celular. Adaugarea malto-
zei In mediul de viata al bacteriei este urmata de
cresterea cantitdtii enzimelor implicate in meta-
bolizarea ei. Sub actiunea maltozei, se produce o
inductie enzimatica controlatd de gena reglatoare,
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care determind sinteza unei proteine ce formeaza,
impreund cu maltoza, un complex cu efect stimula-
tor al activitatii operonului mal.

Reglajul prin retroinhibitie

Este o alta cale, mai simpla si mai rapida, de
control al activitatii metabolice a celulei. Astfel,
cand produsul final al unei cdi metabolice este
acumulat in concentratie mare, el se cupleaza cu
prima enzima a lantului metabolic, blocand Intreaga
lui desfasurare. Activitatea cdii metabolice este re-
luatd odatd cu scaderea concentratiei produsului
final din celula.

5.2. REGLAJUL GENETIC LA EUCARIOTE

Organismele eucariote contin o mare cantitate
de material genetic cu organizare complexa nu-
cleosomala, ceea ce face ca mecanismele de reglaj
al exprimarii genelor sd fie mult mai complicate si
mai diversificate decat la procariote (Fig. 25).
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Fig. 25. Reglajul genetic al sintezei proteinelor la
eucariote.
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Activitatea genelor este reglatd prin doua
tipuri principale de reglaj:

1) reglajul genetic pe termen scurt se bazeaza pe
mecanisme moleculare reversibile, determinate
de modificari aparute in activitatea unor gene,
urmate de fluctuatii in declansarea si intensita-
tea proceselor de transcriere si traducere. Struc-
tura nucleosomala a cromozomului eucariot
mentine In stare represata informatia genetica,
la nivelul moleculei de ADN, motiv pentru care
este necesara decondensarea fibrei de cromatina.
Aceasta se realizeaza in mod selectiv, de catre
proteine reglatoare, din care fac parte si protei-
nele nonhistonice. In zonele activate, proteinele
histonice sunt modificate prin procese de aceti-
lare, fosforilare, metilare, acestea determinand
interactiunea cu ADN-ul. Modificarea histonelor
si interactiunea lor cu proteinele nonhistonice
asigura conditii pentru initierea transcriptiei. Re-
alizarea transcriptiei nu depinde numai de activa-
rea moleculei de ADN, un rol important jucandu-1
si prezenta precursorilor ARN si a transcriptazei.
Reglarea sintezei proteice la nivelul traducerii de-
pinde de viteza de asamblare si de functionare a
poliribozomilor, de cantitatea diverselor tipuri de
ARNT care transportd aminoacizii la locul sinte-
zei proteice.

2) reglajul genetic pe termen lung, de reguld,
se bazeazad pe modificari ireversibile ale mate-
rialului genetic, care se fixeaza 1n ,,memoria”
celulei si se transmit constant in descendenta.
Multitudinea mecanismelor de reglaj pe termen

lung se bazeaza pe modificari la nivelul structurii

cromozomilor, al succesiunii genelor in cadrul gru-

pelor de linkage, al mecanismelor de distributie a

mutatiilor, precum si pe modificari care vizeaza

functionarea informatiei in ontogeneza sau 1In
distructia programata a unor gene.

Reglajul genetic al activitatii metabolice a
organismelor eucariote se realizeazd la toate ni-
velurile de organizare a materialului genetic,
dupa cum urmeza:

a) Reglajul genetic la nivelul cromozomilor.
Un exemplu de acest tip de reglaj genetic il
reprezinta heterocromatinizarea unuia dintre cei doi
cromozomi X de la femelele mamiferelor, ale carui
gene devin ireversibil inactive. Aparitia cromatinei
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sexuale la femelele mamiferelor reprezinta un tip
de reglaj genetic pe termen lung, cu rol important
in reducerea diferentelor morfologice, fiziologice si
comportamentale dintre masculi si femele care, in
caz contrar, probabil ca nu s-ar mai recunoaste in
cadrul aceleiasi specii.

b) Reglajul genetic la nivelul fibrei de
cromatinid. Reprezintd un mecanism de reglaj
genetic pe termen lung si asigurd specializarea
structurald si functionald a celulelor si a tesuturilor
organismului eucariot multicelular, in cursul dez-
voltarii embrionare. Desi au aceleasi gene, celulele
unui organism au structurd si roluri diferite, de-
oarece sunt exprimate numai genele din regiunile
eucromatice ale cromozomilor lor. Genele situate
in regiunile de heterocromatind, n mod obisnuit, nu
sunt functionale. Efectul represiv al heterocromatinei
a fost demonstrat experimental la drojdia de bere,
prin insertia genelor active transcriptional in zonele
de heterocromatind; in scurt timp, aceste gene au
devenit inactive.

¢) Reglajul genetic la nivelul genelor. Se
realizeaza individual, fiecare genda fiind activata
sau inhibata prin sistemul inductibil, ca raspuns
la stimulii veniti din mediul intern sau din mediul
extern.

Fig. 26. Cele 5 niveluri de reglaj genetic al activitatii
metabolice la eucariote.

Acest tip de reglaj genetic prezinta cinci trepte
de realizare (Fig. 26):




» Reglajul genetic la nivelul transcrierii. Prin
acest tip de reglaj sunt selectate acele gene ce urmeaza
a fi copiate intr-un ARN pre-mesager, in functie de
necesitatile celulei la un moment dat.

> Reglajul genetic la nivelul maturarii
ARN-ului pre-mesager. Acesta consta in selectarea
moleculelor de ARN pre-mesager, care este supus
maturdrii prin eliminarea intronilor §i asamblarea
exonilor. Se formeaza un ARN mesager capabil sa
participe la traducerea genetica.

> Reglajul genetic la nivelul transportului
ARN-ului mesager. Nu toate moleculele de ARNm
sintetizate vor migra prin porii membranei nucleare
in citoplasma, ci, mai intai, vor trece printr-un pro-
ces de selectie.

> Reglajul genetic la nivelul traducerii. Ca
si transcrierea, traducerea poate fi tinta reglajului
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genetic, atat in faza de initiere, cat si in faza de
terminare a sintezei proteice. Posttraducere, re-
glajul genetic se poate realiza prin Impiedicarea
agregarii lanfurilor polipeptidice sintetizate sau prin
degradarea lor.

> Reglajul genetic la nivelul degradarii
ARNm. O parte dintre moleculele de ARNm ajunse
in citoplasma celulei sunt supuse unui proces de
degradare.

Retine!
Desi exista diferite tipuri de reglaj genetic, cel mai
important este cel care se realizeaza la nivelul transcrierii
genetice.

REZUMAT

Reglajul exprimarii genelor se face prin mecanisme diferite la procariote §i eucariote, care corespund diferentelor in
ceea ce priveste organizarea materialului genetic intre cele doua tipuri de celule.

La procariote, reglajul este negativ sau pozitiv si se realizeaza la nivelul transcrierii. Reglajul negativ se realizeaza fie
printr-un mecanism represibil, fie printr-un mecanism inductibil, in functie de starea activa sau, respectiv, inactiva a
operonului. Reglajul pozitiv se bazeaza pe stimularea activitatii operonului implicat.

La eucariote, actioneazd mecanisme moleculare reversibile, care determina un reglaj genetic pe termen scurt, si
mecanisme ce produc modificari ireversibile, ce se transmit descendentelor si care realizeaza reglajul pe termen lung.
De asemenea, la eucariote, mecanismele de reglaj actioneaza la mai multe niveluri, si anume: la nivelul cromozomilor,
al fibrei de cromatina si al genelor. La nivel genic, exprimarea genelor este controlata in toate etapele cuprinse intre
transcriere $i posttranscriere.

Temd

5. Asociaza tipurile de reglaj genetic la procariote, notate
in prima coloana, cu particularitatile corespunzatoare, din a
doua coloana:

1. Completeazd un tabel comparativ cu tipurile de gene
implicate in reglajul genetic la procariote, analizand loca-
lizarea, rolul si starea lor in diferitele categorii de reglaj.

A. reglaj a. rol in sinteza enzimelor cdilor

2. Explica de ce la eucariote mecanismele de reglaj sunt mai inductibil anabolice

variate fata de procariote. Ce consecinte ar fi avut absenta
reglajului genetic la nivelurile cromozomului X si ale fibrei
de cromatina?

b. produsul final al caii metabolice
inactiveaza prima enzimd a lanfului
metabolic

B. reglaj
represibil

3. Realizeaza o schema cu cele 5 trepte de reglaj la eucariote,
pentru situatia ipotetica in care o gena cu 4 introni §i 3
exoni ar fi implicata intr-o sinteza proteica. Poti sa dezvolti
problema si sa alegi si succesiunea de nucleotide.

C. reglaj prin c. substanta care urmeazd a fi
retroinhibitie metabolizatd inactiveaza represorul

6. Precizeaza care sunt avantajele reglajului genetic pe
termen lung. Cum asigurd corelarea structurd — functie la

4. Analizeaza i explica de ce nu existd reglajul genetic pe  pjvel celular? Exemplifica.

cele 5 niveluri, reglaj prezent la eucariote.
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6. GENOMICA — O NOUA RAMURA A GENETICII

6.1. GENOMICA STRUCTURALA SI FUNCTIONALA

Genomul reprezinta cantitatea totalda de ADN
a unei celule haploide (sau jumadtate din cantitatea
de ADN a unei celule diploide).

Data fiind complexitatea genomului, a aparut
0 noua stiinta: genomica. Genomica este 0 ramura
a geneticii, care studiaza cartarea, secventierea §i
analiza functionala a intregului genom.

Genomica, la randul sau, include doua domenii:
genomica structurali si genomica functionala.

Genomica _structurald studiaza structura
genomului, prin intermediul cartarii si al secventierii
setului complet de molecule ADN din celula (adica
de cromozomi).

Cartarea genomului este prima etapa in ana-
liza unui genom si constd in realizarea de harti
detaliate, care permit localizarea si izolarea ge-
nelor, precum si ordonarea diferitelor secvente de
ADN. Ordonarea secventelor de ADN sta la baza
secventierii, urmatoarea etapa in descifrarea struc-
turii genomului.

Secventierea este o tehnicd moleculara care
permite identificarea succesiunii de nucleotide din
moleculele de ADN.

Genomica structurala este mai avansata, in-
trucat, pana in prezent, s-au realizat harti citologice,
genetice si fizice si au fost secventiate genomurile
mai multor organisme, inclusiv genomul uman.

Genomica functionala foloseste asemanarile
dintre diferite secvente, precum si comparatiile
in ceea ce priveste ordinea genelor, pentru a
determina functia genelor si relatiile filogenetice
dintre organisme.

Genomica oferd informatii nu numai cu privire
la gene si la interactiunile dintre ele, ci si informatii
cu privire la interactiunile dintre gene si mediu (intern
sau extern). Asadar, genomica studiaza genomurile,
pornind de la analiza secventelor de ADN si pana la
raspunsul organismului la factorii de mediu.

In afard de genomica, au mai aparut si alte
discipline care vin sd completeze informatiile cu
privire la procesele complexe desfasurate la nivel
molecular in celule. Astfel, transcriptomica stu-
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diaza setul complet de molecule ARN, transcris
intr-un genom, iar proteomica analizeaza toate
proteinele codificate de genom.

Caiteva caracteristici ale genomului eucariot

Genomul eucariotelor este mult mai mare si
mai complex, comparativ cu genomul procariotelor.
La procariote, un genom are in medie 2 x 10° pb, in
timp ce la mamifere contine 2 x 10? pb.

Eucariotele au celule Tnalt specializate, in care
existd mecanisme ce activeaza sau inactiveaza ge-
nele, ca raspuns la stimuli interni sau externi. Ca
urmare, celulele inalt specializate exprima, in me-
die, doar 3-5% dintre gene.

Reglajul genelor la eucariote, la fel ca la proca-
riote, se bazeaza pe interactiunea ADN-proteine.

Genomul eucariotelor cuprinde, pe langa geno-
mul nuclear, si genomul organitelor, care contine
informatie geneticd vitald. Genomul organitelor
se refera la genomul mitocondrial, prezent la toate
eucariotele, si la genomul cloroplastidian, din ce-
lulele vegetale.

In genom, se gisesc trei categorii de secvente:
codificatoare (genele), necodificatoare cu rol func-
tional i necodificatoare nefunctionale, cel putin in
aparentd (de exemplu: ADN-ul repetat).

Spre deosebire de secventele functionale, ce-
lelalte categorii de secvente nu au localizare fixa si
suferd frecvent rearanjamente. Ca urmare, genomul
nu este o structura fixa, rigida, ci o structurd dina-
mica, in continua transformare.

Retine!
La eucariote, genomului nuclear i se adaugad genomurile
extranucleare: mitocondrial si cloroplastidian.

6.2. METODE FOLOSITE iN STUDIUL GENOMULUI

Din cauza complexitdtii genomurilor, studiul
acestora necesita tehnici moleculare de mare sensi-
bilitate.

Unele tehnici au fost dezvoltate special pentru
a permite identificarea secventelor de nucleotide,




in timp ce altele sunt tehnici de baza in genetica
moleculara.

Pentru exemplificare, am ales doud tehnici
utilizate frecvent in cercetarile de nivel molecular:
electroforeza ADN si metoda PCR (polymerase
chain reaction — reactie de polimerizare 1n lant).

A. Electroforeza ADN

Electroforeza ADN se bazeaza pe faptul ca
moleculele de ADN migreaza cand sunt supuse
unui curent electric, iar viteza de migrare depinde
de marimea moleculei. Metoda implica doua etape:

I. separarea moleculelor in gel de agaroza
sau poliacrilamida;
I1. vizualizarea moleculelor.

In prima etapi, probele sunt incircate in gel,
iar gelul este supus unui curent electric. Moleculele
ADN vor migra in gel.

Dupa un anumit interval de timp (de obicei,
dupa cateva ore), gelul este imersat Intr-un colorant,
iar in gel, in locatia corespunzatoare moleculei, va
aparea o banda intunecata. Moleculele de dimen-
siuni diferite se vor vizualiza sub forma unor benzi
diferite in gel (Fig. 27).

2. AN este
inciireat in
gelul de agaroed

X La treerea careatulai
eleetrie, AN s deplastazi
apre catoclil incarcal pozitiv

Fig. 27. Reprezentare schematica a electroforezei in
gel de agaroza.
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B. Reactia PCR (reactie de polimerizare in lant)

Reactia PCR este o metoda de amplificare en-
zimatica a unei anumite secvente de ADN. Din punct
de vedere chimic, reactia PCR este constituitd din
cicluri succesive de replicare ADN in vitro. Reactia
foloseste ca primeri doua secvente foarte scurte de
ADN, care se leaga, prin complementaritate, la cele
doua catene ale secventei originale (primeri ADN).

Diferenta dintre o asemenea reactie de replicare
si replicarea in vivo o reprezinta faptul ca in reactia
PCR se foloseste o singurd enzima (ADN-polime-
raza).

Principalele etape ale reactiei PCR sunt urma-
toarele:

» desfacerea dublu-helixului, adica denaturarea
ADN-ului (ADN dublucatenar — ADN mono-
catenar);

» atasarea primerilor la secventa originala,
numitd ADN-matrita;

» alungirea catenei, prin adaugarea de dezo-
xiribonucleotide care se gasesc in mediul de
reactie.

Ca rezultat al unui singur ciclu de amplificare,
cantitatea de ADN initiald se dubleazd. In medie,
intr-o reactie PCR se practica 30-40 de cicluri de
replicare, asa incat se pot obtine cantitati mari dintr-o
singura secventa (Fig. 28). Ulterior, aceste molecule
pot fi analizate prin alte tehnici moleculare.

Semnificativ este faptul ca tehnica PCR este
indispensabila in orice cercetare de nivel molecular.

in sings

Calemebe AN suml sepurale
ernwic, Frimerii se alascaei
b i iile Coresginsitesn:,
It presentn enrinse

Al -pallme e Ecepe
simteza nedlor eatene,

=—————== I'raevddenml se repetd e
= -4 dr s

S¢ ubjim mifioane di odpii

Fig. 28. Etapele reactiei de polimerizare in lant (PCR).
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REZUMAT

Genomul reprezinta cantitatea totala de ADN a unei celule haploide.

Genomica este o ramura a geneticii si studiaza cartarea, secventierea si analiza functionala a intregului genom. Include
doud domenii: Genomica structurali si Genomica functionali. in afari de genomica, au mai aparut si alte discipline
complementare, precum: transcriptomica si proteomica.

Genomul eucariot contine trei categorii de secvente: codificatoare (genele), necodificatoare cu rol functional si
necodificatoare nefunctionale.

Data fiind complexitatea genomurilor, studiul acestora necesita tehnici moleculare de mare sensibilitate, ca de exemplu:
electroforeza ADN si metoda PCR (reactie de polimerizare in lant).

Temd I. Genomul eucariotelor:

a) este cantitatea de ADN din nucleu;

b) se exprima in totalitate, indiferent de tipul de celula;

¢) include si informatia genetica a mitocondriilor;

d) reprezinta toatd cantitatea de acizi nucleici dintr-o
celula 2n.

Argumenteaza urmatoarea afirmatie: ,,Genomica func-
tionald poate determina relatiile filogenetice dintre
reptile si pasari®.

Evidentiaza si precizeaza care sunt efectele siavantajele

diversificarii materialului genetic la eucariote. II. Reactia PCR:

a)  cuprinde si replicarea ADN in vitro;

b)  utilizeazd mai multe tipuri de enzime;

¢) are ca prima faza atasarea unor primeri;

d) determina desfacerea legaturilor fosfodiesterice.

Identifica si noteaza varianta corectd pentru urmatorii
itemi:

LUCRARI PRACTICE

l. Modelarea structurii secundare a ADN-ului

Materiale necesare:
» cutii de scobitori diferit colorate (galbene pentru adenina, verde pentru timind, rosu pentru citozina si albe
pentru legatura zahar-fosfat);
» boabe de mazare inmuiate in apa, peste noapte;
> carlige, ata.
Etapele de lucru:
1. Se completeaza tabelul urmator cu bazele azotate corespunzatoare catenei complementare:
TAA GTA CCG CTA

2. Se construieste prima catend cu ajutorul boabelor de mazare. Se tine cont de culoarea scobitorilor, care
trebuie sa corespunda bazei azotate, conform indicatiilor initiale.

3. Se unesc intre ele cele doua catene, folosind ca modalitate de legare tot boabele de mazare.

4. ADN-ul dublucatenar construit se agata de un suport cu ajutorul carligelor si se incearca sa i se dea
configuratia de dublu-helix.
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5. Se identifica secventa de aminoacizi corespunzatoare nucleotidelor din dublul-helix ADN, folosind
datele din figura 13 (codul genetic).

Il. Evidentierea microscopica a cromozomilor prin metoda feulgen de colorare rapida
cu fuxina bazica

Cu ajutorul metodei Feulgen, se pot studia:

» desfasurarea diviziunii celulare (mitoza si meioza);

» numarul si morfologia cromozomilor, caracteristice fiecarei specii;

» modificarile numerice si morfologice determinate de actiunea factorilor mutageni si de recombinarile
intraspecifice si interspecifice etc.

Materiale necesare: radicele de ceapa (Allium cepa, 2n = 16), bob (Vicia faba, 2n = 12), lame, lamele,
alcool etilic, xilen, acid acetic glacial, fuxina bazica, carmin-acetic, orceina-acetica.

Etapele de lucru:

1. Obtinerea radicelelor. Semintele de bob (Vicia faba) se pun pe hartie de filtru imbibata cu apa, iar bulbii
de ceapa se plaseaza deasupra unor vase cu apa de robinet, astfel incat discul bulbului sa se gaseasca in apa, la
temperatura camerei. Se recomanda ca apa sa fie schimbata zilnic. Radicelele se recolteaza cu ajutorul unui ac
spatulat sau al unei foarfece, dupa 2-3 zile, cand ating lungimea de 5-10 mm.

Studiul numarului si al morfologiei cromozomilor se realizeaza in metafaza (vezi figura), cand acestia
sunt bine individualizati. Pentru a obtine un numar cat mai mare de metafaze, se recomanda ca semintele ger-
minate sa fie supuse unui tratament termic (vasele cu seminte germinate se introduc in frigider, timp de 30-60
de minute, dupa care se transferd intr-un termostat reglat la 30° C sau sub o lampa de birou, pentru 1-2 ore).

2. Prefixarea. Radicelele recoltate sunt puse in fiole de sticla sau flacoane de medicamente cu o capacitate
de 10 ml, in solutie de a-bromnaftalena si hidroxichinoleina 0,03%, la care se adauga 2-3 picaturi de colchicina
0.1-1%. Prefixarea dureaza 3-5 ore, timp in care are loc blocarea fusului de diviziune sau distrugerea lui, ceea
ce permite o mai buna etalare a cromozomilor metafazici.

3. Fixarea radicelelor se face prin inlocuirea prefixatorului din fiole cu alcool etilic absolut, acid acetic
glacial 3:1 sau cu fixator Carnoy (6 parti alcool etilic absolut, 3 parti acid acetic glacial si 1 parte cloroform) si
se pastreaza la temperatura de 4° C, timp de 12-15 ore. Fixatorul are rolul de a omori celulele si de a conserva
structura acestora.

4. Hidroliza determind macerarea peretelui celular al celulelor din varful vegetativ al radicelelor, usurand,
astfel, etalarea lor pe lama de sticla. Se face cu acid clorhidric (HCI) IN care inlocuieste fixatorul din fiole,
intr-un termostat reglat la 60°C. Timpul de hidrolizd depinde de compozitia peretelui celular si este caracteristic
fiecarei specii (10-20 de minute pentru ceapa).

5. Colorarea radicelelor se realizeaza cu o solutie de fuxina bazica incolora (reactivul Schiff), care coloreaza
cromozomii in rosu-violaceu. O coloratie mai accentuata se observa la nivelul varfului vegetativ al radicelei,
deoarece celulele de aici sunt active mitotic. Solutia de fuxind bazica (2-3 ml) se adauga dupa indepéartarea
acid clorhidric si spalarea cu apa distilatd a radicelelor. Pentru intensificarea coloratiei se recomanda montarea
radicelelor pe lama, intr-o picatura de carmin-acetic sau orceina acetica.

6. Realizarea preparatelor microscopice. Se efectueaza preparate de tip squash.

Cromozomii metafazici la Allium | Metafaza mitotica /a Allium cepa Faze ale mitozei /a Allium cepa
cepa




EVALUARE

l. Asociere

“ Realizeaza asocierea dintre nivelurile de re-
glaj genetic si descrierea proceselor caracteristice
fiecdrui nivel:

A. reglajul maturdrii ARNm;

B. reglajul transcriptional;

C. reglajul degradarii ARNm;
D. reglajul transportuluiARNm;
E. reglajul translational.

e Realizeaza asocierea dintre caracteristicile
codului genetic si definitia lor:

A. nesuprapus;

B. fara virgule;

C. degenerat;

D. universal.

Q Realizeaza asocierea dintre caracteristicile
ADN-ului si definitia lor:

. dublu-helix;

. catene antiparalele;

. denaturare;

. catene complementare.

o Realizeaza asocierea dintre tipurile de enzi-
me §i procesele in care intervin:

A. ADN-polimeraza;

B. peptid-polimeraza;

C. ARN-polimeraza:

D. aminoacil-sintetaza.

Q Realizeaza asocierea dintre tipurile de ARN
si functiile lor:

A. ARNm;

B. ARNt;

C. ARNr;

D. ARN viral.

. se elimina intronii;

. se selecteaza ARNm matur ce va parasi nucleul;
. se aleg genele ce vor fi copiate;

. se selecteaza ARNm ce va fi descompus;

. se selecteazd ARNm ce va fi translatat in proteina.

. citirea informatiei se face continuu;

. mai multi codoni codificd acelasi aminoacid,
c. aceleasi triplete codificd aceiasi aminoacizi in
lumea vie;
d. doi codoni vecini nu au nucleotide comune.

a. legaturi intercatenare intre o baza purinica i una
pirimidinica;

b. doud catene infasurate in jurul unui ax comun
imaginar;

c. ruperea puntilor de hidrogen la incélzirea solutiei
ADN;

d. catene cu sensuri diferite.

. unirea aminoacizilor prin legaturi peptidice;
. transcriptia informatiei de la ADN la ARN;
. activarea aminoacizilor;

. replicatia ADN.

. transfera aminoacizii la nivelul ribozomilor;

. copiaza informatia genetica de pe o catend ADN;
. se autocopiaza;

. intra in structura ribozomilor.




