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INTRODUCERE

In decursul ultimelor decenii, biotehnologia a cunoscut progrese impor-
tante datoritd descoperirilor ce tin de mecanismul functionarii acizilor nucleici
(ADN-ului s1 ARN-ului) si investigatiilor desfasurate apoi in domeniul geneticii
moleculare. Relevarea particularitatilor materialului genetic la animale, plante
s1 microorganisme, precum si posibilitatea de modificare a unitatilor lor com-
ponente au largit considerabil domeniile aplicarii biotehnologiei, generand insa
in societate o profunda neliniste fata de gradul de securitate si caracterul etic al
unor asemenea cercetari.

Biotehnologia modernd include aplicarea tehnicilor de recombinare a acizi-
lor nucleici si a tehnicilor de fuziune celulara in vitro, inlaturand barierele natu-
rale de reproducere sau recombinare genetica. Astfel, prin metode de inginerie
genetica, metode care reprezinta un sistem de tehnici contemporane de manipu-
lare a genomului, a fost posibild inserarea unui spectru larg de gene ,,de interes”
(transgene) in mai mult de 120 de specii de plante care apartin la 35 de familii.

O importanta practicd deosebitd o au numeroasele varietati de plante mo-
dificate genetic (PMG), rezistente la diferite erbicide (Ime6a, 1998; Van Eerd si
al., 2003), insecte daunatoare (Sharma si al., 2004), boli (Jauhar, 2006), patogeni
fungali (Sahrawat, Becker, Lutticke si al. 2003), bacteriali (Datta, Baisakh, Thet
si al. 2002) si virali (Gonsalves, 2003). Un rol aparte va reveni in viitorul apro-
piat plantelor modificate genetic, ce contin gene ale rezistentei la stresul abiotic,
inclusiv la secetda (Abebe, Guenzi, Martin si al., 2003) si la salinitatea solurilor
(Flowers, 2004), care astdzi cauzeaza pana la 50% din pierderile de produc-
tie agricold mondialad (Bray, Bailey-Serres s1 Weretilnyk, 2000). Biofortificarea
plantelor de culturd prin introducerea genelor implicate in imbunatatirea calitati-
lor nutritive ale produselor alimentare, precum continutul de proteine, vitamine
si minerale este o directie relativ noud, in continua dezvoltare (Ducreux, Morris,
Hedley si al., 2004).

Produsele alimentare derivate din PMG sunt prezente in magazinele si mar-
keturile Uniunii Europene (UE) din anul 1996. Acest fapt a conditionat aparitia
unei serii de directive si legi emise de Comunitatea Europeand, menite sa supuna
unui control strict comercializarea si cultivarea organismelor modificate genetic
(OMQG). Conform cerintelor, produsele alimentare care contin cel putin 0,9 - 1%
OMG trebuie supuse analizelor si etichetarii.

Necesitatea monitorizarii prezentei PMG si cantitatii acestora in culturile
agricole si in produsele alimentare derivate din acestea a impus cautarea meto-
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delor analitice eficiente n detectarea, identificarea si cuantificarea alogenelor si
a produselor de expresie, care reprezintd constituentii genetici de baza. Labora-
toarcle UE au elaborat si dezvoltat metode de testare a PMG la nivel de ADN
prin metoda PCR si/sau proteine, prin analize imunoenzimatice.

In Republica Moldova, cercetirile in domeniul biotehnologiei si problema
biosecuritatii sunt la inceput de cale. Pana la momentul de fata nu exista centre
stiintifice in care s-ar obtine PMG, insa produsele modificate genetic pot ajunge
la consumatori prin importul de produse alimentare, fructe, legume etc., iar pe
campurile agricole — prin procurarea din strdinatate a materialului semincer.

Pentru reglementarea activitdtilor de obtinere a PMG, testarea lor, eliberarea
in mediul Tnconjurdtor, importul, exportul, transportul acestora etc., Guvernul
Republicii Moldova a adoptat Legea nr.755-XV din 21.12.2001 privind securita-
tea biologica, precum si Legea pentru ratificarea Protocolului de la Cartagena
privind biosecuritatea la Conventia privind diversitatea biologica nr. 1381-XV
din 11 octombrie 2002. Introducerea pe piatd a OMG si/sau a produselor re-
zultate din astfel de organisme se face numai in baza autorizatiei eliberate de
Comisia Nationala pentru Securitatea Biologica in conformitate cu prevederile
reglementate de lege.

Implementarea si crearea unui sistem national in domeniul securitatii biolo-
gice in Republica Moldova s-a realizat gratie proiectelor finantate de programul
Natiunilor Unite pentru Mediu/Fondul Global pentru Mediu (UNEP/GEF) in
comun acord cu Ministerul Ecologiei si Resurselor Naturale. Pe site-ul oficial
www.biosafety.md sunt abordate diferite aspecte legate de problema biosecurita-
tii, inclusiv testarea si efectuarea cercetarilor biotehnologice.

In cadrul Universitatii de Stat din Moldova, in baza Ordinului comun (nr. 19
din 10.02.2004) al Ministerului Ecologiei si Resurselor Naturale si Ministerului
Educatiei si in baza deciziei Senatului USM (proces-verbal nr. 8 din 27.01.2004)
a fost organizat Laboratorul ,,Securitatea Biologicd” (LSB), laborator care are
drept scop testarea PMG.

Pe parcursul ultimilor cinci ani in cadrul LSB au fost realizate proiectele nr.
619 (2004)) si nr. 1156 (2006), finantate de Ministerul Ecologiei si Resurselor
Naturale; COBASE, 001028-001 (2004), finantat de NSF (SUA), MTFP-04-08
(2005), MTFP-015-05 (2006), prin care au fost procurati reagenti specifici pen-
tru testarea PMG si efectuat training-ul privind tehnicile de obtinere si testare
a PMG; MERL-1300 (2007-2008) finantate de CRDF/MRDA (SUA), care au
permis inzestrarea laboratorului cu echipament modern. Actualmente, laborato-
rul serveste drept bazd de cercetare si de instruire a studentilor, masteranzilor,
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doctoranzilor, contribuind la dezvoltarea unor deprinderi practice de lucru, la
insusirea diferitor metode analitice si tehnici de biologie moleculara. Colecti-
vul laboratorului realizeaza activitati de implementare si optimizare a diferitor
metode, bazate pe PCR si ELISA de detectie a PMG, ce vor permite efectuarea
unor analize mult mai ample — activitdti care au sugerat ideea scrierii acestui
manual.

Lucrarea de fatd reprezintd un indrumar practic privind aspecte strategice si
metodologice de testare a PMG si include principalele notiuni, etape si tehnici
referitoare la efectuarea testarii plantelor transgenice si la reglementarea poli-
tico-legald a acestora. Fiind constienti de faptul ca in literatura de specialitate
existd mult mai multe tehnici si metode decat cele expuse in acest manual, iar
dinamica progresiva a cercetdrilor in domeniu implica o revizuire continua a
acestora, am incercat sa va conducem pas cu pas spre paginile WEB respective,
care sunt accesibile publicului larg.

Cartea este adresata tuturor celor care sunt interesati de problema securitatii
biologice si monitoringului PMG, dar poate fi cu succes utilizata si de studentii
facultatilor de biologie si agronomie, avand astfel o menire dubla — de a contri-
bui la pregéatirea cadrelor universitare si de a constitui un suport metodologic
pentru cercetatorii din acest domeniu.

Autorii
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Capitolul 1. NOTIUNI GENERALE PRIVIND
TRANSFORMAREA GENETICA

Ingineria genetica a plantelor reprezinta un instrument relativ nou, eficient in
realizarea multiplelor valorificari de prima importantd pentru ameliorarea standar-
dului de viata al omenirii. In acelasi timp, introducerea in mediu a organismelor
obtinute prin tehnicile biotehnologiilor contemporane este un subiect discutabil si
larg mediatizat, generat atat de beneficiile considerabile pentru societate, cat si de
efectele neprevazute, care pot fi evidente dupa un timp oarecare.

Abilitatea de a ne orienta si a ne forma o opinie proprie vizavi de introducerea
in agricultura si pe piatd a PMG si a produselor derivate este determinatd de un anu-
mit nivel de informare si intelegere a acestor probleme, care este inevitabila fara o
descriere a tehnologiilor si instrumentelor de baza utilizate In obtinerea plantelor cu
insusiri noi prin transformare genetica.

1.1. Etape de obtinere a OMG

Transformarea genetica reprezintd modificarea genomului unui organism prin
tehnicile biotehnologiilor contemporane, care permit introducerea genelor noi, ,,de in-
teres”, sau modificarea expresiei unei/ unor gene prezente deja in celuld. Organismele
astfel obtinute, sunt denumite organisme modificate genetic (OMG) sau transgenice.

Evoluarea tehnico-experimentald a ingineriei genetice, in special a metodelor
de transfer al genelor peste barierele de sex si la distante taxonomice mari, a per-
mis transgeneza unui numar impunator de plante cu importanta economica: cereale,
leguminoase, specii pomicole sau forestiere etc. Obtinerea autorizarii unei varie-
tati modificate genetic (MG) in conformitate cu reglementarile de rigoare impune
respectarea urmatoarelor cerinte: stabilitate Tn expresia i mostenirea transgenelor
in generatiile succesive; segregare mendeliana a fenotipului transgenic, reglarea or-
gan-specificd a expresiei alogenelor si exploatarea produsului sau n scop agrono-
mic, alimentar, medical, farmaceutic etc. in afara aplicatiilor practice, manipulérile
te si a interveni in mecanismele de dezvoltare a plantelor.

Literatura de specialitate insumeaza o serie de date referitoare la transgeneza
culturilor agricole, relevand faptul ca elaborarea strategiei si selectarea metodei de
transformare depind de interesele economice, de echipamentul accesibil si de anu-
mite particularitati genetice ale speciei (Kaeppler si al., 1992; Van der Graaff si al.,
1996; Sambrook si Russell, 2001).

Obtinerea organismelor modificate genetic include cateva etape, care pot fi
rezumate astfel:

I. Identificarea, izolarea si clonarea genelor ,,de interes”.
II. Transferul genelor la plante.
III. Regenerarea, selectia si testarea plantelor MG.




Aceste etape includ o serie de procese intermediare urmate de verificari care
decurg intr-o anumita succesiune (fig. 1.1.).

ADN recombinat Construct genetic cu gena ,de interes”
L spck nos R
2 \ T kan® — ——

f 1 f

Transgene integrate in
genomul plantei

Figura 1.1. Etapele transformarii genetice
http.//www.mun.ca/biology/scarr/Gr13-16b.htm
1,2— Identificarea i izolarea genei ,, de interes”, obtinerea ADN-ului recombinat (integrarea
transgenei In vector);
3 — Transferul genei himere in celula vegetald prin metode directe sau indirecte;
4 — Selectarea celulelor modificate genetic;
5 — Regenerarea plantelor din celulele transformate genetic;
6 — Reproducerea sexuatd/ asexuata a plantelor modificate genetic.

1.2. Strategii de identificare, izolare si clonare
a genelor ,,de interes”

Strategia utilizata intr-un proiect de identificare, izolare si clonare a secventelor
nucleotidice utilizate In obtinerea ADN-ului recombinat apeleaza la o gama larga de
metode optimizate in functie de tipul celulei (procariote, eucariote), tesutului, orga-
nului, fazei de vegetatie, speciei. Cea mai simpla metoda de izolare a fragmentelor
ce contin gena ,,de interes” se bazeaza pe utilizarea unor enzime — endonucleaze de
restrictie — implicate in scindarea hidroliticd a legaturilor fosfodiesterice din ADN.
Acestea recunosc secvente specifice de 4, 6, 8 nucleotide cu structura de palindrom
(secvente repetate invers), avand simetrie rotationald de tip doi numite situsuri si la
nivelul acestora cliveaza ambele catene ale moleculei. In raport cu axul de simetrie,
unele enzime taie ADN-ul asimetric generand extremitati complementare sau coezi-
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ve, altele taie ambele catene In centrul de simetrie al situsului de restrictie, rezultand
fragmente cu capete drepte. Cand enzimele taie asimetric la distante intamplatoare,
atunci se obtin fragmente cu extremitdti monocatenare cu secvente nespecifice:

V \ V

5-GTT 'AAC-3' 5-G * GATCC-3' S-GACGC(NS) -3
3-CAA NTG-S' 3'-CCTAG¢ G-5' 3-CTGCG(N10) -5'
Secvente de ADN
Secvente de ADN Secvente de ADN taiate decalat la
taiate drept taiate decalat distante diferite

Enzimele de restrictie recunosc secventa de nucleotide specifica, indiferent de
originea ADN-ului. Prin actiunea mai multor restrictaze asupra unui genom, se re-
alizeaza asa-numite harti de restrictie, care indica plasarea succesiva a locusurilor
de recunoastere a diferitor enzime. Astfel de harti permit analiza comparativa a unei
si aceleiasi regiuni ale ADN-urilor de diferita origine. Dintre restrictazele cel mai
des utilizate in tehnicile ingineriei genetice, pot fi mentionate: Hae I1I, Eco RV, Eco
RI, Tagl, Notl etc. (Sambrook si Russell, 2001).

Fragmentele de restrictie obtinute prin digestia enzimatica a ADN-ului au lun-
gime variatd in functie de numarul situsurilor de restrictie, si anume ele reprezinta
materialul initial in izolarea, clonarea genelor si In obtinerea constructului genetic
utilizat in transformare (fig. 1.2.).

IZOLAREA FRAGMENTELOR DE ADN UTILIZAT IN TEHNOLOGIA ADN-ULUI
RECOMBINANT
Izolarea fragmentelor de ADN Sinteza enzimatici a
prin digestie cu restrictaze ADN-ului complementar
ARNm

|'/-H\' - Sinteza.ch.imicz“\ si — s
| multiplicarea —_—

e ——
fragmentelor de ADN
prin tehnologia PCR — i
/" Tag-polimeraza l Revers trancriptie
I dNTP -
—_— ADN - -
B primeri - "'\ ADNc i ]
| D ———— .
Fragmente de - b ll’_CR
ADN _de interes” Electroforeza } AT
!
- ADN Lraire
- - P35 benaturare l
- - Lawou_ Alinierea i e .
= " rimerilor
r i i Fragmente de ADN
g »de interes”
1 * Elongare
=i L T T,
Fragmente de ADN

,,de interes”

Figura 1.2. Diferite cii de izolare a fragmentelor de ADN utilizat in tehnologia
ADN-ului recombinant
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O altd metoda de izolare si multiplicare a genelor include reactia de polimerizare in
lant (Polymerase Chain Reaction — PCR), prin care are loc amplificarea in vitro a diferitor
fragmente de ADN, utilizand secvente nucleotidice specifice numite primeri. Existenta
ADN polimerazelor, purificate si termostabile (de la Thermus aquaticus — Tag-polimera-
za si de la Pyrococcus furiosus — Pfu-polimeraza) si a oligonucleotidelor ADN sintetizate
chimic (ANTP) face posibila clonarea unor secvente specifice de ADN in vitro. Tehnica
PCR permite amplificarea de miliarde de ori a unui fragment de ADN dintr-o anumita
regiune a genomului doar 1n cateva ore, In comparatie cu tehnica de clonare standard, cu
ajutorul bancilor de gene, pentru care sunt necesare mai multe zile (vezi cap. 6).

Procesul de izolare si ulterior clonare poate incepe si prin extragerea ARNm din
tesuturi si organe in faza de dezvoltare a plantei, in care gena ,,de interes” este expresata,
urmata de sinteza ADNe, prin transcriptie inversa realizatd de revers-transcriptaza.

Fragmentele de ADN izolate prin diferite metode, pot fi atasate unor molecule
de ADN capabile de autoreplicare — vectori de clonare, astfel obtinandu-se ADN
recombinat. Moleculele de ADN recombinat sunt multiplicate prin introducerea vec-
torilor de clonare in celule bacteriene, care se vor inmulti pe medii de cultura adecvate
si vor forma colonii, facand posibila obtinerea unei mari cantitati a genei ,,de interes”.
Aceasta colectie de fragmente de ADN constituie o biblioteca de gene (fig. 1.3.).

Situsuri de restrictie a enzimei

' [ t 1
ADN donor
Fragmente restrictate _——

Vector recombinant
cu inserturile 1 §i 2
e e

Genom bacterian J

Replicare, amplificare
si dividere celulara

Clone ce contin
insertul de ADN nr. 1

Clone celulare
ce contin
fragmentul nr. 2

Figura 1.3. Prezentare schematica a clonarii fragmentelor de
ADN ,,de interes” in bacterii
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In functie de sursa se pot construi 2 tipuri de biblioteci: genomice si ADNCc.
Astfel, se poate realiza si izolarea in forma pura a unui anumit segment de ADN
dintr-o populatie mare si heterogenad de molecule.

Pentru obtinerea moleculelor de ADN recombinat se recurge la:

o Utilizarea aceleiasi enzime de restrictie pentru taierea (izolarea) ADN-ului ge-
nomic si a vectorului de clonare. Capetele fragmentelor de ADN astfel obtinute vor fi
complementare si la amestecarea lor in prezenta unei ADN-ligaze se va realiza legarea
covalenta a acestora obtinandu-se molecule recombinate circulare (fig. 1.4.). Forma-
rea unui plasmid recombinant circular capabil de transformare a bacteriei Escherichia
coli (E. coli) are loc printr-o reactie intermoleculara intre plasmida liniarizata si frag-
mentele de ADN cu capete coezive complementare vectorului, rezultand un hibrid
molecular si o a doua reactie intramoleculara, prin care capetele coezive ale hibridului
liniar se leaga formand o molecula recombinata circulard legata necovalent.

v

o T (= veotor T = R L.
cTTA AﬂkG reactie intermolecularél
=1 Vector, =1 ST ]
capete 5" terminale reactie intramoleculara l

e P 7~ %

Figura 1.4. Formarea unei plasmide recombinate circulare atunci cand se
utilizeaza aceeasi restrictaza pentru ADN-ul exogen si pentru vector

» Atasarea la fragmentele de ADN cu capete drepte (obtinute atunci cand sunt
utilizate anumite enzime de restrictie, sau cand este clonat ADNc) a unei secvente
linker (de legaturd) sau a unor secvente homopolimere poliA/poliC la nivelul unei
singure catene. In acelasi fel se modifica si ADN-ul vectorului, insa prin atasarea unei
secvente de nudeotide complementare poliT/poliG. Secventele linker sunt secvente
de sinteza, mici, de 8-16 nucleotide, autocomplementare, care contin situsuri de recu-
noastere pentru enzime de restrictie necesare unei clondri ulterioare (fig. 1.5.).

Vectorii utilizati in tehnologia ADN-ului recombinat trebuie sa corespunda ur-
matoarelor cerinte:

K- sa fie izolat si purificat cu usurinta; )
* s poata fi introdus intr-o celula-gazda;
* si posede o origine a replicirii (ori) si astfel sa se poatid multiplica in celula-gazda;
* sa posede un marker genetic stabil, care sa permita identificarea si izolarea celulelor care
contin vectori;

* si contina mai multe situsuri de restrictie pentru o gama variata de enzime asociate intr-
\_ un polilinker (situsuri multiple pentru restrictaze) pentru insertia fragmentelor de ADN)
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Linkerul EcoRI
CCIGAATTC GG + Capetele drepte ale ADN-tinta
GGCTTAAGGC

Adaugarea lincherilor la ADN-tinta
utilizadnd o concentratie mare de ADN-ligaza T4

CCGAATTCGGCCGAATTCGG = |ccleAATTcGecc GAATTC GG
Capetele drepte ale ADN-tinta

GGCTTAAGCCGGCTTAAGCC GGCTTAAGCCGGCTTAAGCC

Digestia cu EcoRI

ARG G Capetele drepte ale ADN-tinta °cle
ccc GICTTAA

Includerea ADN-tinta in plasmidul
restrictat cu ajutorul enzimei EcoRI

Figura 1.5. Clonarea prin adaugarea unei secvente linker la ADN-ul
»de interes” cu capete drepte (Sambrook si Russell, 2001)

In calitate de vectori cel mai des se utilizeazi plasmidele bacteriei E. coli, de-
rivati ai bacteriofagilor A si M13, cosmide, cromozomi artificiali de drojdie etc.
Varietatea de vectori este determinatd de dimensiunea fragmentelor strdine de ADN
care pot fi inserate.

Plasmidele (unitati genetice extracromozomale) reprezinta molecule de ADN
dublu catenare, circulare, capabile de replicare independenta, care se intalnesc prac-
tic la toate speciile de bacterii. Macromolecula de ADN are dimensiuni de 100-200
kb si constituie 1-3% din cantitatea totald de material genetic bacterian (cromozom
circular alcatuit dintr-o moleculd de ADN dublu catenar). Prezenta lor nu este obli-
gatorie, ele pot fi dobandite sau pierdute fara a afecta viabilitatea celulelor purta-
toare. Plasmidele sunt dependente de celula-gazda, cu exceptia autoreplicarii si a
controlului numarului de copii per celuld. Cu cat este mai mare plasmidul, cu atat
mai mic este numarul de copii per celuld. Plasmidele poseda o regiune notata ori,
formata din cateva sute de perechi de nucleotide, unde este initiata replicarea si alti
determinanti genetici (secvente de insertie, gene de reglare, structurale etc.). Genele
structurale atribuie caracteristici fenotipice noii celule-gazde: rezistenta la antibio-
tice, metale grele, UV, sinteza de antibiotice, toxine, producerea de bacteriocine si
enzime de restrictie etc.

In natura, transferul plasmidelor intre diferite celule-gazda are loc printr-un
proces similar cu conjugarea bacteriilor. In laborator, plasmidele sunt transferate in

13



bacterii printr-un proces artificial numit transformare care include incubarea plas-
midelor cu bacterii competente (permeabilitate tranzitorie pentru ADN-ul exogen).
Astfel, bacteria-gazda capata un nou caracter fenotipic, de exemplu, rezistenta la un
anumit antibiotic, particularitate importantd in selectarea bacteriilor transformate.

Pentru ca plasmida sa fie utilizata in calitate de vector, ea trebuie sa fie de di-
mensiuni mici, replicarea sa se afle sub un control redus din partea cromozomului
bacterian si sd contind situsuri unice pentru una sau mai multe enzime de restrictie,
aflate in regiuni neesentiale pentru replicare. Situsurile de insertic a ADN-ului pot
fi in cadrul genelor care codifica markeri. In acest caz, va avea loc inactivarea genei
respective oferind o posibilitate de selectie. De obiceli, se recurge la astfel de insertii in
plasmidele care manifesta rezistenta la doua tipuri de antibiotice (fig.1.6.). Un exem-
plu de acest fel 1l reprezinta utilizarea plasmidei cu genele rezistentei la ampicilind si
tetraciclind in scopul clonarii. Pentru inceput, se realizeaza clivarea ADN-plasmidial
cu restrictazele Hind I1I si Bam II in situsurile corespunzatoare aflate la nivelul genei
rezistentei la tetraciclind si izolarea fragmentului mare al ADN-ului plasmidic (rezul-
tat al digestiei enzimatice) prin electroforeza. Acesta, fiind incubat cu ADN exogen
restrictionat tot cu aceste enzime, in prezenta unei ligaze se combina cu fragmentul
ADN ,.de interes” datoritd extremitatilor coezive complementare vectorului.

r
Amp'@rer Amp ¥
‘ Bom HI +Hind Il Bom HI +Hind Il
H
Amp} H ‘ B
\ H BB H
B \‘ VW W
\
\
AY
AY
Y
Y3

Hind 1l Hind Il Bom HI + Hind Il
Bom HI
Tet"

o,

T

Figura 1.6. Prezentare schematica a clonarii fragmentelor intr-un situs
de inserare la nivelul unei gene, care determina rezistenta la tetraciclini in
plasmida-vector (Manuatuc si al., 1984)

Notatii: Amp'—rezistentd la ampicilind; Tet'— rezistenta la tetraciclina; HindIII si BamII — enzime
de restrictie, respectiv fiind notate si fragmentele clivate.
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Recombinantul circular obtinut este utilizat in transformarea E. coli, transfor-
mand-o intr-o susa bacteriana rezistentd la ampicilina. Deoarece capetele mono-
catenare, numite conform enzimelor care le cliveaza, nu sunt complementare unul
altuia, fragmentul mare care reprezintd ADN-ul vectorului nu se poate circulariza,
manifestand astfel o capacitate de transformare foarte joasa. De aceea, selectia clo-
nelor pe baza rezistentei la ampicilind va ardta ca majoritatea celulelor bacteriene
contin plasmida recombinata. In functie de fragmentul exogen si localizarea situsu-
rilor se pot obtine combinatii variate.

Pentru a majora numarul de situsuri de insertie, in plasmide se introduc anumi-
te segmente de ADN, care contin mai multe situsuri aranjate succesiv pentru o gama
larga de restrictaze (fig. 1.7.).

GAATTCTCATGTTTGACAGCTTATCATCGATAAGCTTCTAGAGATCTTCCATACCTAC

EcoRry o EcoRI Clal  Hind III | |
lor Xbal | |
Bg 11
AGTTCTCCGCCTGCAGCAATGGCAACGTTGCCCGGATCCGGTCGCGCGAATTC
4,

Pst1 Bam HI Eco RI

Pvul
Psi I

Figura 1.7. Schema unei plasmide care contine polilinker,
plink322, derivat de la plasmidul pBR322 (Manwuaruc si al., 1984)
Amp’ — marker selectiv; situsuri unice:

Clal, HindIII, Xbal, Bg III, BamHI.)

Pe baza plasmidelor naturale care se intalnesc la bacterii se obtin plasmide ar-
tificiale, care se utilizeaza in clonarea genelor, in formarea bibliotecilor genomice si
in transformarea genetica. Cel mai utilizat vector plasmidial derivat de la plasmide
naturale este pPBR322 — plasmida cu control slab al replicarii care contine genele
rezistentei la ampicilina si tetraciclind si cateva situsuri de restrictie. O alta plasmi-
da din acest grup este pBR325 (codifica rezistenta la cloramfenicol, ampicilina si
tetraciclind). De la aceasta plasmida au fost derivate alte plasmide cu caracteristici
imbunatatite. De exemplu, pAT153, care a fost obtinutd in urma deletiei regiunii
implicate in controlul numarului de copii/celula. Aceasta se replica formand de 3
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ori mai multe copii per celuld in comparatie cu plasmida de la care a derivat. Alti
vectori derivati artificial de la plasmide naturale utilizati in tehnologia ADN-ului
recombinat sunt cele din grupa pHV, pUC, pACYC etc. (Vlaic, 1997; Moldoveanu
si al., 2000).

Vectorii de clonare derivati din plasmidele bacteriene nu tolereaza secvente
de ADN mai mari de 6-8 kb, deoarece viteza lor de multiplicare si eficienta lor de
transformare scade pe masurd ce dimensiunile insertiilor cresc. Pentru clonarea
fragmentelor de ADN mai mari de 10 kb au fost construiti vectori derivati din
fagul A.

Bacteriofagul A este un fag lizogen cu genomul sub forma unei molecule de
ADN dublu catenar, de aproximativ 47500 pb si include cel putin 30 gene. Inain-
te de integrare in cromozomul bacterian (E. coli), genomul fagic se circularizeaza
prin Tmperecherea bazelor de la nivelul extremitdtilor monocatenare complemen-
tare, numite extremitati coezive, sau situsuri cos (12 nucleotide). Moleculele de
ADN circulare se integreaza in situsuri specifice in cromozomul bacterian printr-un
crossingover, rezultand un profag liniar, inert genetic, pana cand, in anumite condi-
tii, se separa si initiaza ciclul litic. Sutele de copii ADN fagic nou rezultat in urma
replicarii formeaza lanturi (concatameri) prin intermediul situsurilor cos. Enzimele
de asamblare taie acest concatamer, deoarece recunosc cele doud situsuri cos, aflate
la o distanta de aproximativ 45 kb unul de altul, in unitati care se asambleaza in fagi.
Astfel, pentru maturarea fagului, ADN-ul cromozomal trebuie sé fie de aproximativ
45 kb si sa posede situsurile cos (Raicu, 1997).

Constructia vectorilor derivati de la fagul A s-a bazat pe o serie de particularitati:

— regiunea centrald nu este necesara pentru replicare, ceea ce a facut posibila

eliminarea si inlocuirea acesteia cu fragmentul de ADN care trebuie clonat;

— prezenta unor situsuri de restrictie pentru o serie de restrictaze importante in

clonare.

Astfel, de la fagul de tip salbatic au fost construite mai multe tipuri de vectori:

e 0
* deinsertie (A gt si A ZAP), care poseda un singur situs de restrictie la nivelul
caruia se taie si se insereazd ADN-ul strdin, si permit inserarea fragmentelor
de 6-7 kb;

* de inlocuire, care posedd doua situsuri de restrictie, ce flancheazd fragmen-
tul central, care este inlocuit cu ADN strdin, si permit inserarea fragmentelor
de 9-22 kb. Vectorii din noua generatie poseda situsuri de clonare multiple,
care flancheaza fragmentul central ce poate fi inlocuit: EMBL, A DASH, A
Charon 34, 35 etc. (fig. 1.8.).

A& )

Utilizarea vectorilor derivati de la fagul A prezinta avantajul incorporarii unui seg-
ment mare de ADN strdin, iar infectia bacteriilor si selectia clonelor recombinate sunt
usor de realizat.
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Capitul sting Capitul drept {
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intre situsurile BamH1 si EcoRI ¥
de restrictie
Secvente
E—— ) partial
I — .
Capitul sting Capiitul drept digerate cu Sau3Al
R —
Eco RI Eco RI [ ——

= = ) Fragmente de restrictie
15-20 Kb insert de diferite dimensiuni
_
Polilinker Polilinker
Precipitarea fragmentelor de
poliliker prin centrifugare Capete coezive Sau3Al,
diferentiati compatibile cu capetele =
Capitul coeziv coezive BamH1 ¥
e
i Bam HI E-3
[ L= E— In vitro :
Capitul sting Capitul drept impachetarea
) ADN-ului
Legarea fragmentelor recombinant
cu ajutorul ligazei T4 in particula virala

D .= L= s .= 1 E—
Capitul sting insert Capitul drept
de 15-20 Kb

Figura 1.8. Prezentare schematica a clonarii genelor ,,de interes” in
vectorul fagic A EMBL3A cu secvente polilinker
(Sambrook si Russell, 2001)

Pentru clonarea unor fragmente de ADN ale caror dimensiuni variaza intre 32
si 47 kb au fost construiti vectori numiti cosmide — hibrizi derivati din fagul A (si-
tusurile cos) si plasmide (originea replicarii, o gend de rezistenta la un antibiotic si
situs unic pentru o enzima de restrictie). Pentru clonare, ADN-ul genomic este dige-
rat partial cu o enzima de restrictie, care genereaza fragmente cu extremitati coezive
complementare vectorului (liniarizat cu aceeasi enzima de restrictie). Fragmentele
de ADN, lungi de 32-47 kb, sunt izolate si atasate la vector. Rezultd concatameri,
care contin fragmente de ADN genomic si ADN apartinand vectorului, in tandem.
Un extract de fag, care contine a-terminaza determina taierea acestor fragmente re-
combinate de ADN ce pot fi asamblate in particule virale si introduse prin infectie in
E. coli, unde sunt replicate in bacterie ca plasmide rezistente la antibiotice.
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Cosmidele sunt primii vectori, care au fost utilizati in analiza genomurilor com-
plexe. Alti vectori cu capacitate Tnalta utilizati in clonare sunt: cromozomi artificiali
de drojdie sau YAC (Yeast Artificial Chromosome), care permit inserarea fragmen-
telor de ADN de 250-400 kb, cromozomi artificiali bacterieni — BAC (Bacterial
Artificial Chromosome), care pot insera segmente de nucleotide de 120-300 kb.

Astfel, fragmentele de ADN ,,de interes” izolate prin diverse metode si clonate in
bacterii sau ,,cell free” reprezinta materialul genetic, care poate fi utilizat in constructia
unor gene himere functionale ce urmeaza a fi introduse in plante prin transformare ge-
netica. Aceste gene sunt secvente hibride alcatuite din promotorul unei gene, regiunea
codificatoare a unei alte gene si secventa de terminare de la o a treia gena.

Cunoagterea exacta a secventei de nucleotide, a principalelor parti ale genei:
promotorul (5°), cu rol de reglare in transcriptie si expresie (activator, represor, sec-
vente implicate in expresia tesut-specifica sau inductibild); secventa codificatoare
cu codonul ATG, pentru initierea translatiei; regiunea terminala (3’), in care se
afla semnalele ce marcheaza sfarsitul translatiei, transcriptiei si poliadenildrii, face
posibild separarea in componente distincte cu recombinarea ulterioara a acestora in
scopul obtinerii genelor himere ,,de interes”. De exemplu, dacd o gena cunoscuta
este expresata la un nivel foarte ridicat (se afla sub controlul unui promotor puternic,
care permite formarea frecventa a complexului de initiere a transcriptiei) in orga-
nismul de origine, promotorul poate fi atagat la orice altd gena pentru a-i asigura
acesteia o ratd de transcriptie inalta.

Secventa codificatoare este aleasd in functie de scopul cercetarii. Pentru
inceput, ea este identificata, izolata si secventiatd. Existd gene ai caror produsi
— ARNm sau proteine — sunt cunoscuti si foarte multe gene despre care nu se
cunosc decat modul de transmitere si fenotipul. Pentru ambele categorii, intr-o
anumita etapa, se utilizeaza o varianta a tehnicii de hibridare in situ — hibridarea
coloniilor. Procedeul permite detectarea prezentei oricarei gene pentru care exista
o sonda de ADN sau ARN marcata radioactiv sau chimic. Coloniile bacteriene
sunt transferate de pe mediul solid pe filtru de nitroceluloza printr-o usoara apa-
sare pe suprafata culturii. O parte din colonii ramane pe mediu si constituie placa

de referinta. Partile care adera, numite

Proba radioactiva .. <
Membrana =% replici, vor fi, dupa denaturarea ADN-
e @ \( ' ului, incubate cu sonda. Dupa inlatura-
o e
-] o =

/" s rea ,,surplusului de sonda”, locul de pe
- o
AN°.% =

replica in care sonda s-a atasat pe baza
Coloniile selectate

de complementaritate va fi identificat
prin autoradiografie (fig. 1.9.).
Hibridizare Modul in care se obtine sonda — un
segment de ADN sau ARN marcat, uti-
lizat pentru a realiza selectia In banca a
coloniilor, care contin secvente omoloage
— depinde de informatiile disponibile re-
Figura 1.9. Izolarea genelor feritoare la gena care trebuie sa fie izolata
prin tehnica hibridarii in situ (Raicu, 1997).

Expozi;ia sub razele X
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In multe cazuri, proteina ,,de interes” este identificata, purificatd si secventiata
(cel putin 30 aminoacizi). Pe baza codului genetic, utilizandu-se anumite soft-uri
de translatie, se deduce secventa nucleotidelor. Se sintetizeaza artificial oligonu-
cleotide, marcate radioactiv sau chimic, cu care se sondeaza bibliotecile genomi-
ce transferate (replicile). Pentru confirmarea faptului ca celulele care urmeaza a fi
transformate vor sintetiza proteina codificata de gena clonata se apeleaza la vectori
de expresie in care se insereaza ADNCc, adiacent unui promotor pentru a asigura sin-
teza proteinei date in cantitate mare in bacterii. Identificarea in ,,bancile de expresie”
se face cu anticorpi obtinuti pentru proteina respectiva. Pozitia anticorpului legat de
proteina pe filtru este evidentiatd dupa incubarea cu un al doilea anticorp marcat.
Proteina sintetizata este astfel din nou caracterizata, confirmandu-se faptul ca a fost
clonata gena ,,de interes”.

Pentru foarte multe gene, proteina codificata nu este cunoscuta, sau nu poate fi
purificatd in cantitati suficiente pentru a determina secventa aminoacizilor ori pre-
pararea anticorpilor. In acest caz, pentru elucidarea functiei unei gene se poate uti-
liza strategia ARN antisens. Constructiile antisens se realizeaza prin clonarea unui
ADNCc provenit de la gena ,,de interes”, atasat unui promotor foarte puternic, ampla-
sat Intr-o orientare care face posibila transcrierea ARN-ului de pe catena opusa (an-
tisens) celei de pe care are loc transcriptia ARNm natural. Mecanismul interactiunii
ARNm-endogen cu ARN antisens codificat de transgena nu este bine cunoscut. Se
considera ca 1n celuld s-ar forma un duplex intre cele doua tipuri de ARN, care este
rapid degradat si, ca urmare, se blocheaza sau se reduce sinteza proteinei respective.
Prin strategia antisens se creeaza mutatii specifice (fig. 1.10.).

Secventa de ADN a genei native Secventa de ADN a genei antisens
S'ACAG c . 5 GACTG 3
—l 11 . . 111l .
3 G C AG 5 3 Cc G ACA 5
‘ Transcriptie
A CAG C
ARNm s5=rTTT T % 5—TT—T—3 ARNm

Translatie l \ *
ARN duplex
@ 5'—?—?—?—?—3' ARN antisens

3 c o6 aca 5 ARNm naitiv

Proteina (enzima)

Degradarea ARN-ului
de interferentd (ARNi)

I e
N —m-
Figura 1. 10. Inhibarea expresiei unor gene ,,de interes”
prin strategia antisens

Acest mecanism de represie, descoperit pentru prima data la bacterii, exista si la
animale. ARN antisens sunt definiti ca transcripti de mici dimensiuni, difuzibili, fara
capacitate de codificare, care se atageaza prin imperecherea bazelor de o regiune com-
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plementara specifica a unui ARN-tintd, actionand ca un represor al functiei normale
si ca un inhibitor de inalta specificitate al expresiei genei. La plante nsa nu a fost inca
demonstrata existenta unui asemenea mecanism natural de reglare (Raicu, 1997).

Plantele transgenice obtinute cu constructia antisens au fost folosite pentru a
identifica functiile mai multor gene. In transgenezi se recurge foarte des la aceasti
strategie pentru a modula expresia unor gene de interes agricol. Un exemplu de
acest fel il reprezintd modificarea expresiei genelor implicate in intarzierea coacerii
fructului de tomate apelandu-se la patru modalitati:

* inhibarea activitatii poligalacturonazei (PG);

* inhibarea activitatii acid-aminociclopropan-1-carboxilic (ACC) — sintazei,
e inhibarea activitatit ACC — oxidazei,

e intensificarea activitatii ACC — dezaminazei.

Plantele de tomate transformate cu gene antisens pentru poligalacturonaza
— enzima, care determina degradarea peretelui celular in fructele coapte — au produs
tomate cu duratd mai indelungata de pastrare. In plus, aceleasi fructe au prezentat
si caracteristici importante pentru industrializare, si rezistenta la o serie de patogeni
care ataca dupa recoltare.

Pectinesteraza (PE), o altd enzima care metabolizeaza peretele celular, si po-
ligalacturonaza nu sunt factori majori asociati cu inmuierea fructelor. Insa fructele
plantelor care contin PE antisens prezinta o viscozitate sporita a sucului, care ameli-
oreaza extractul si creste valoarea pentru prelucrarea sub forma de paste si sosuri.

Biosinteza etilenei in plante implica conversia S-adenosil metioninei in acid-
aminociclopropan-1-carboxilic (ACC), catalizata de ACC-sintetaza si transforma-
rea ACC 1in etilend de catre ACC-oxidaza. Fructele care contin ACC-oxidaza anti-
sens au un fenotip al coacerii modificat. Acumularea licopenului, cu rol in inrosirea
fructului copt, a fost redusa. De asemenea, au fost reduse si fenomenele de zbarcire
asociate cu supracoacerea. Unele dintre aceste modificari fenotipice au valori co-

Strategia de design a constructului genetic ce urmeaza a fi transferat la plante
prin transformare genetica este elaborata in functie de interesele economice. Pentru
genele de importanta agronomica se utilizeaza frecvent ADNc. In vederea obtinerii
unui nivel de expresie suficient de Tnalt, in unele situatii se impune modificarea sec-
ventei nucleotidelor genei fara modificarea secventei de aminoacizi. Deoarece codul
genetic este universal, secventele codificatoare de origine procariota sau de origine
animala pot fi usor exprimate in plante.

Modul de expresie al genelor este reglat de promotor, care poate fi constitutiv
(tab. 1.1.), asigurand exprimarea genei in toate tesuturile plantei, tisular-specific,
ceea ce determind expresia intr-un anumit tip de tesut/organ, sau expresia inductibi-
13 prin ranire, stres termic ori atacul unor patogeni (Raicu, 1997).
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Tabelul 1.1.

Gene cu expresie tisular-specifica si inductibile

Factorul inductibil si
Gena Planta Gazda. 9 localizare
transgenica .

inductorul organ/tesut
RbceS Mazire Tutun Lumina -
RbcS Mazare Tutun - Verde
RbceS Mazire Petunia - Verde
Cab Mazare Tutun - Verde
Cab Grau Tutun Lumina =
ST-LS1 Cartof Tutun - Verde
Patatina Cartof Cartof = Tubercul
Leghemoglobina | Soia Lotus — Nodul
p-Fazeolina Fasole Tutun — Seminte
Lectina Soia Tutun = Seminte
Glutenine Grau Tutun - Seminte
Hordeina Orz Tutun = Seminte
Zeina Porumb Tutun - Seminte

Promotorii genelor himere utilizate in transgeneza la plante pot proveni chiar
de la speciile aceluiasi grup, de exemplu, pentru monocotiledonate: de la alcool
dehidrogenaza din porumb Adh-1, sau de la actina din orez Act-1, care poseda un
intron in secventa-lider, sau de la specii i organisme diferite, aga cum este promo-
torul 35S de la virusul fitopatogen Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) sau deriva-
tii acestuia (Wilminkand, 1993). Majoritatea plantelor transgenice contin o copie
sau mai multe ale promotorului 35S CaMV (P-35S), gratie faptului ca este un
promotor puternic §i constitutiv (cu expresie in toate tesuturile). in acelasi timp,
s-a constatat ca activitatea acestui promotor nu este tot atat de Tnalta si la plantele
monocotiledonate, ceea ce a si determinat utilizarea promotorilor de la speciile
aceleiasi grupe. De aceea, in transformarea genetica a plantelor sunt utilizati mai
multi promotori in conformitate cu planta-recipient si cu scopul de cercetare sau
agroindustrial (tab. 1.2.).

Conform unui raport de analizd a PMG aprobate (Genetically Modified [GM]
Crops: molecular and regulatory details, 2003) prezentat de Centrul pentru biose-
curitate si durabilitate din Elvetia (Centre for biosafety and sustainability — BATS)
secventele promotorului 35S CaMV (fig. 1.11.) sunt prezente in majoritatea plante-
lor transgenice (/ittp.://www.bats.ch/bats/en/index.php).

21



Tabelul 1.2.

Exemple de promotori utilizati in obtinerea PMG

4%

7%

6%

16%

41%

q Organismul Gazda
Promotorul Abrevierea donor transgenici
Promotor derivat de la Cauliflower P-35s Cauliflower pc;gurirtlg, b;lrg‘it)aac,
Mosaic Virus Mosaic Virus piia, papaia,
cartof, tomate
Promotor ALS1 prezent in tutun P-AIS Nicoiana bumbac
tabacum
Promotor derivat de la gena kinazei
calciu-dependenta (CDPK) expresata P-PCDK Zea mays cereale
exclusiv in polen
Promotorul genei cu expresie inductibila P-ES Lycoperiscon tomate
determinat de etilena esculentum
Promotor derivat de la Figwort Mosaic P-FMV Figworth Mosaic| tomate, bumbac,
Virus (FMV) Virus rapita
Promotor RuBisCo SSU (ribulozo-1,5- Helianthus
bisfosfat carboxilaza, subunitatea mica P-HelSsu P tutun
1A) de la Helianthus annuus
Regiunea promotor a genei mannopin P-mas Agrobacterium tomate
sintaza a pTiA6 tumefaciens
Regiunea promotor a genei nopalin P-nos Agrobacterium tomate
sintaza tumefaciens
Promotorul fosfoenolpiruvat carboxilazei,
(PEPC) specifica tesuturilor verzi HLHEIHE L5 R sereel
Promotorul ribulozei-1,5-bisfosfat P-SsuAra Arabidopsis cicoare, rapita,
carboxilaza, subunitatea mica 1A thaliana cartof
Regiunea promotor a genei anter- P-TA29 Nicotiana cicoare, cereale,
specifica TA29 tabacum rapita
EP-35S

Ode origine bacteriana

OP-nos
OP-FMV
B P-Ssu
OP-TA29

O alti promotori

Figura 1.11. Rezultatele analizei a 66 culturi transgenice aprobate privind
promotorii inserati /1//p://www.bats.ch/bats/en/index.php

Nota: Numarul de varietati MG exprimat in % care contin insertii genetice cu promotorii respectivi; grupa
P-35s include si derivatii P-35s, P-E35s i dP-35s.
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O alta secventa de reglare in sinteza si expresia genelor — terminatorul — re-
prezinta o secventd de nucleotide inversate, plasata la sfarsitul unitatii transcriptio-
nale. Cea mai raspandita secventa-terminator este NOS (T-nos), izolata de la gena
nopalinsintasa a Agrobacterium tumefaciens, fiind constatatd in 37 culturi MG,
http://www.bats.ch/bats/en/index.php (fig.1.12.). Unele secvente-terminator utiliza-

te In transgeneza sunt prezentate in tabelul 1.3.

Secvente-terminator utilizate in transgeneza

Tabelul 1.3.

Secventa-terminator Abrevierea O] O]
’ donor receptor
Regiunea 3’ non-translabila a genei bumbac. rapiti
ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilaza, T-E9 Pisum sativum » Tapitd,
. . cartof, tomate
subunitatea mica E9
Regluneg d@ pollader}llare a genei Tomas Agrobactgrmm tomate
mannopin sintaza pTiA6 tumefaciens
Regiunea 3’ non-translabila a genei Agrobacterium cicoare, cereglf: ’
nopalin sintaza T-nos tumefaciens DL, T
cartof, soia, tutun
Secventa-terminator a genei octopin T-ocs Agrobacterium cicoare, rapita,
sintaza tumefaciens tomate
Regiunea 3’ non-translabila a genei
ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilaza, T-SSU Glycine max soia
subunitatea mica
Regiunea de poliadenilare a genei Agrobacterium bumbac, rapita,
: T-tml . ’
pTiA6 tumefaciens tomate
Regiunea 3’ a genei transcriptului Agrobacterium cicoare, cereale,
T-Tr7 ; o
ADN 7 tumefaciens rapita
18%
ET-nos

o k
4%

N d

14%

19%

Ode origine bacteriana

OT-35s
OT-E9
B T-ocs

aT-tml

Oalti terminatori

Figura 1.12. Secventele terminator utilizate cel mai des in transgenezi
http://www.bats.ch/bats/en/index.php

Nota: Numarul de varietati exprimat in % care contin inserti genetici cu terminatorii respectivi.
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Alte secvente care pot fi prezente in insertii genetice sunt secventele ,,de desti-
natie” ce provin de la gene codificatoare de proteine, cu localizare celulard bine cu-
noscuta. De exemplu, secventa peptidei-tranzit utilizatd pentru destinatia cloroplast
provine de la gena subunitatii mici a enzimei Rubisco.

Astfel, insertiile cu ADN recombinat efectuate in scop de transformare gene-
tica a plantelor includ trei componente de baza: promotorul, gena ,,de interes” si
terminatorul. In linii generale, combinatia ,,promotor-gena-terminator” reprezinti o
casetd a genei ,,de interes” (fig. 1.13. a). Constructul genetic poate contine doua sau
mai multe casete ale alogenei (fig. 1.13. b) si suplimentar alte elemente cu rol de
control si facilitare a activitatii genelor strdine.

a P Gena T

Caseta genetica

b |P1 Gena 1 T1 P2 Gena 2 T2

Caseta 1 Caseta 2

Figura 1.13. Schema insertului genetic (construct genetic)

a) Un insert cu componentele de bazad necesare integrarii i expresiei
alogenei (P: promotor, T: terminator).
b) Insert genetic cu doua casete ale genei.

Cunoagsterea elementelor insertului genetic este esentiald in detectia, identifica-
rea si cuantificarea materialului transformat genetic. Dosarele de notificare a PMG
inaintate pentru autorizare in scopul introducerii pe piata includ astfel de informatii.
De exemplu, linia de porumb GA21, Roundup Ready (toleranta la glifosat — ingre-
dient activ al erbicidului Roundup Ready), a fost obtinuta in urma transferului unui
fragment de restrictie Notl cu lungimea de 3,4 kb de la plasmida pDPG434 prin
metoda biolistica (fig. 1.14.).

Vectorul plasmidial pDPG434 contine caseta cu gena EPSPS modificatd prin
mutageneza de la porumb. Produsul de expresie a acestei gene reprezintd o enzima
insensibila la glifosat, conferind astfel toleranta fatd de acest compus. Alte secvente
continute in vector sunt gena-marker selectabila bla (codifica rezistenta la ampi-
cilind in bacterii $1 permite selectia bacteriilor care contin plasmide), o origine a
replicarii (ori) necesard pentru replicarea plasmidei in E. coli si o secventa partiala
lacZ (fig. 1.14.).
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Fragment de ADN-T
(Notl fragment) utilizat in
transformarea genetica

Notl 6122
Aflll 5977
Hindlll 5862
Xbal 5857

pDPG434

6128 bp
oTP

Sacl 2679
Notl 2692
Xbal 2699
Sphl 2729
Pstl 2735

EcoRI 3114

Figura 1.14. Harta plasmidului ,DPG434
(Compania Monsanto, dosar de notificare, 1998)

Fragmentul de restrictie Notl utilizat pentru transformarea liniei de porumb GA21
Roundup Ready contine o caseta de expresie cu gena EPSPS modificatd care include:
promotorul r-act - (1,37 kb) si intronul de la gena actinei de la orez; gena - 5-enolpiruvil
si kimat-3-fosfat sintaza de la Zea mays - mEPSPS (1,34 kb) fuzionata cu o secventa N-
terminald a peptidei tranzit 1n cloroplast derivata de la genele RuBisCo de la Helianthus
annuus $i Zea mays pentru a directiona proteina mEPSPS spre cloroplast, unde are loc
sinteza acizilor aromatici; secventa N-terminald a peptidei tranzit in cloroplast (CTP)
derivata de la secventele CTP de la Helianthus annuus si genele RuBisCo (sssu CTP and
mssu CTP) de la Zea mays — OTP (0,37 kb) si NOS 3’ secventa de terminare provenita
de la plasmida Ti din Agrobacterium (fig. 1.14. si 1.15.).
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P-ract OTP mEPSPS T-nos

Promotor: [

Gena: —
Terminator: [

Figura 1.15. Harta liniara a fragmentului de restrictie
Notl a constructului pDPG434
(Compania Monsanto, US-Patent-N°: 6,040,497)

http.://’www.bats.ch/bats/en/index.php

Informatii privind secventele de reglare utilizate in obtinerea PMG, originea
acestora si culturile care le contin sunt accesibile in bancile internationale de date
privind OMG (AGBIOS, COMPASS etc.).

1.3. Transferul genelor la plante

Transferul genelor in celulele plantelor se realizeaza printr-o gama variatd de
metode care dupa modul de realizare se divid in doud grupe: indirecte, mediate de
bacterii §i virusuri, si directe, care fac apel la o serie de procedee fizice si chimice.

Tehnicile de transfer mediate de Agrobacterium si cele de transfer direct, in-
cepand de la primele succese ale aplicarii acestora inregistrate in anii 1983 la unele
specii de tutun, au evoluat in paralel, insd pana in prezent, cel mai larg utilizat ra-
mane a fi sistemul biologic determinat de simplitatea in realizare si de eficienta la
multe specii de plante. in conditii naturale, Agrobacterium infecteazi doar speciile
erbacee dicotiledonate, ceea ce limiteaza utilizarea acestor bacterii in transforma-
rea genetica a speciilor monocotiledonate. Totusi, conform unor cercetari, limitarile
impuse de gazdele naturale sunt esential diminuate prin optimizarea conditiilor de
culturd a materialului sursa si procedurii de cocultivare a tesutului-tintd cu aceste
microorganisme (Ishida si al., 1996).

Transformarea mediata de Agrobacterium. Bacteriile din acest gen, Agro-
bacterium tumefaciens si Agrobacterium rhizogenes (familia Rhizobiaceae) sunt lo-
calizate in sol si infecteaza plantele dicotiledonate susceptibile la nivelul leziunilor
de diversa natura, determinand aparitia unor tumori la nivelul coletului si, respectiv,
a unor radacini firoase.

Agrobacteriile contin in copii unice megaplasmidele Ti (tumor inducing) si Ri
(root inducing) cu dimensiuni mai mari de 200 kb. O regiune din ADN-ul plasmidic
— ADN-T (transferred) — este transferata si integrata stabil in genomul plantei. Anu-
me aceasta regiune contine un set de gene cu caracter tumoral. Actiunea oncogena
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este cauzata de introducerea in celula-gazda a informatiei necesare pentru sinteza
constitutiva a auxinelor si citochininelor prin cai metabolice complet diferite de
cele folosite de planta (Van Haaren si al., 1988; Van der Graaff, si al., 1996). Astfel,
sinteza in exces a acestor doi hormoni determind diviziunea necontrolata a celulelor
determinand formarea tumorilor. La inducerea tumorilor participa:

e Regiunea ADN-T, care include genele responsabile de sinteza unor amino-
acizi mai putin obisnuiti, numiti opine si folositi ca sursa de azot si carbon de cétre
bacterie si genele care codifica enzimele implicate in sinteza auxinelor si citochi-
ninelor. Aceastd regiune este flancatd de doud fragmente a cate 25 pb in lungime,
reprezentand repetdri directe, care actioneaza ca elemente semnal cis In transferul
ADN-T.

e Regiunea vir (virulentd) cu dimensiunea de 30 kb, plasata in afara regiunii
ADN-T, contine cel putin 22 gene, organizate in 6 operoane: vir 4, vir B, vir D si
vir G esentiale pentru excizia si transferul ADN-T si vir C si E pentru sporirea efi-
cientei de transfer. Transferul ADN-T este mediat de actiunea cooperanta a genelor
din aceasta regiune si a unor gene de pe cromozomul bacterian responsabile pentru
atasarea celulelor bacteriene la plante.

Deoarece genele transferate in plantd se afla sub controlul unui promotor cu
secvente de reglare de tip eucariot, se expreseaza in celuld, modificandu-i fenotipul.
Analiza transferului mediat de aceste bacterii a pus in evidenta trei factori esentiali,
care au permis utilizarea Tn practica a acestui mijloc de transformare prin construirea
unor factori si sisteme bacteriene:

@

Aparitia tumorilor este rezultatul transformarii genetice a celulelor vegetale prin inte-
grarea in genom a ADN-T si al expresiei genelor din aceasti regiune.

* Genele ADN-T sunt transcrise numai in celulele vegetale si nu au nici un rol in pro-
cesul de transfer.
* ADN-ul exogen inserat intre cele doui capete ale ADN-T poate fi transferat in celu-
lele vegetale.
\_ g

Elaborarea unui sistem Agrobacterium ca vector pentru gene a impus eli-
minarea oncogenelor din ADN-T pentru a obtine celule transformate capabile sa
regenereze plante normale si nu proliferarea lor. Aceasta eliminare face insa im-
posibila selectia celulelor transformate capabile sa creasca in absenta hormonilor.
In scopul selectiei genelor transformate au fost construite gene himere cu secvente
ce conferd rezistentd la un antibiotic (de ex., kanamicind) atagatd unui promotor
adecvat (de ex., promotorul genei nopalin-sintazei [nos] sau promotorul genei VI
de la virusul mozaicului conopidei (Wang, 1984, 1990; Waters si Guiney, 1993).

Au fost construiti numerosi vectori nononcogeni cu diferite caracteristici, cla-
sificati Tn doua categorii: cis si trans. Vectorii cis contin atat extremitatile Tn lungime
de 25 de pb, cat si regiunea vir, pe acelasi replicon. Vectorii trans sunt formati din
doi repliconi, unul purtdnd extremitatile s1 ADN-ul exogen ce va fi transferat in
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celula vegetala, iar celalalt (plasmida ajutatoare) posedand functia vir, care este pla-
sata in pozitia trans (sistem vector binar). Avantajul vectorilor frans consta in faptul
ca sunt mai mici decat plasmidele Ti si Ri, astfel fiind mai adecvati unei manipulari
genetice. In cazul ambelor tipuri de vectori, genele striine sunt inserate in ADN-T,
clonate mai intai in E. coli si apoi transferate in Agrobacterium prin conjugare ori
electroporare.

Plasmidul pCambia 1300 (fig. 1.16.) prezintd un exemplu de vector utilizat
in transformarea genetica ce include promotorul 35S, secventele marginale de 25
kb derivate de la ADN-T, situsuri unice de restrictie si grupate in polilinkeri, gena
raportoare Lac-Z-alfa, gena marker NPT pentru selectionarea celulelor si plantelor
transformate.

Site-ul unde a fost introdusi gena Basta
Lac Z alfa

Bsi X Capatul T drept
Promotorul 35 S CaMV
(8716)
a1 7875) = AN S 189
Rst 11 (7487) \
T~ Bsg BI
Gena marker NPT ~ (1716)
) pVSl1 sta
NOS terminator —_ pCAMBIA 1300
Capatul T sting —— 8958 pb -_— Psp
| 14061
Sac 11 (6317) L ! 2317
Ecg 01091 (5904) pSV1
PpuMI (5905) 7
_ Bsiwl
Bsp HI 5863
1 = Nhe I (3392)
BIp1(5713)
Bsp DI, Cla 1
Sspll (5367) (3742)
pBR322 ori
Ppu 101 (5325) Eee NI3705
pBR322 bom
Bsg 13795

Bsi 11071

Kas 1(4177)
Nat I (4178)
Ehe I (4179)

Figura 1.16. Schema plasmidului pCambia 1300

Metodologia folosita in mod curent pentru ,,agroinfectie” consta in cocultiva-
rea bacteriei cu fragmente de tesut vegetal (frunze, radéacini, hipocotili, petioluri,
cotiledoane etc.) si cultivarea in vitro pe medii de inducere a regenerarii, aditionate
cu antibiotic pentru eliminarea bacteriei.

La plante, vectorii virali sunt utilizati mai putin decat la bacterii $i mamifere.
In special, virusurile sunt utilizate ca vector pentru transferul genelor, in vederea
elucidarii unor probleme teoretice, expresia genelor fara variatii determinate de lo-
calizarea pe cromozom: caracterizarea expresiei genelor in tesuturi diferentiate fara
sa fie necesara cultivarea in vitro (Raicu, 1997).

Capacitatea virusurilor de a se raspandi in intreaga planta asigura niveluri foar-
te ridicate de expresie a transgenelor. Aceasta insusire a vectorilor virali este exploa-
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tata pentru a produce proteine virale n plante. Au fost construiti vectori virali por-
nindu-se de la virusul mozaicului tutunului, virusul X al cartofului si virusul piticirii
tomatelor. Vectorii virali artificiali nu produc simptomele bolii, dar se raspandesc
sistemic si contin o gena straind. Se considera ca pe viitor transferul prin intermediul
virusurilor derivate va fi aplicat pe scara larga.

Metodele de transfer direct al genelor se realizeaza prin procedee fizice, elec-
trice si chimice. In ce priveste transferul genelor, in comparatie cu sistemul biologic,
acestea nu sunt dependente de genotip, nsd efecienta lor variaza in functie de tipul
celulei-tinta, de capacitatea lor de regenerare, intrucat majoritatea transformarilor se
efectueaza pe celule cultivate in vitro.

Cele mai simple metode de transfer direct ar putea consta in aplicarea exo-
gena a materialului genetic urmatd de patrunderea acestuia in celule si respectiv
in nucleu. Exista unele lucrari efectuate in anii’ 80 ai secolului trecut, care indica
asupra unui transfer de ADN prin aplicare exogena conjugatd cu polinizarea. Prin
functia sa de a transmite ADN-ul, polenul a generat un interes continuu in transfor-
marea mediatd de gametofit (De Wet si al., 1986), insa in lipsa unor gene markeri
si a tehnicii moleculare de analizd adecvata a fost dificil de a atesta transformarea
genetica, Intrucat markerii genetici clasici puteau fi interpretati drept un rezultat al
contamindrii polenului si nu al transformarii. Totusi cercetarile de acest fel au conti-
nuat prin obtinerea in anii 1986-88 a speciilor de porumb, orez si grau transformate
genetic prin polenizare cu polen si extract de ADN strain. In aceste experimente
ADN-ul plasmidial incluzand gena nptll inseratd a fost aplicat asupra florilor in
perioada polenizarii. Fenomenul de transformare a fost confirmat prin screening la
rezistenta fata de antibiotic si analize Southern blot. Autorii au explicat datele obti-
nute prin patrunderea ADN-ului plasmidial impreuna cu tubul polinic in germinare
spre ovule, sugerandu-se cd acestea in faza de fecundare sunt sensibile si pot permi-
te incorporarea ADN-ului strdin (Luo si Wu, 1988; Picard si al., 1988). Simplitatea
in efectuare, lipsa unui echipament special si costisitor a determinat continuarea
acestor experiente si in anii’90 ai secolului trecut de catre alti cercetatori (Langridge
sial., 1992; Zeng si al., 1994), care au demonstrat succesul transferului de gene me-
diat de tubul polinic. Cu toate acestea, nu exista dovezi suficiente care ar demonstra
ca prin aceastd metoda se poate asigura o integrare si o transmitere in descendenta
a genelor inserate.

Transferul genelor in protoplasti (celule lipsite de perete celular) reprezinta
prima metoda de transfer direct al ADN-ului in plante a carei eficientd a fost demons-
trata (Krens si al., 1982). Tehnicile utilizate se bazeaza pe proprietdtile ADN-ului
de a traversa membrana plasmatica si pe totipotentialitatea protoplastilor. Primele
cercetari care au indicat asupra unei transformari stabile a protoplastilor s-au ba-
zat pe permeabilizarea reversibila a membranei plasmatice pentru ADN-ul strdin cu
polietilenglicol (PEG, solubil in apa, greutatea moleculard variaza intre 200-15000
daltoni) cu formula chimica:

HOH,C-(CH,-O-CH,) -CH,OH
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In general, se utilizeaza polimeri cu greutiti moleculare de aproximativ 1500-
6000 daltoni, cu o capacitate ridicata de aditie a ionilor de calciu in mediul de cul-
turd. Polietilenglicolul aplicat in concentratii de 25-40% si la o agitare circulara
continud, timp de 30 minute, provoaca, la inceput, deshidratarea si aglutinarea pro-
toplastilor cu formarea de punti de hidrogen cu radicalii pozitivi ai proteinelor, fosfoli-
pidelor si glucidelor, proces stimulat de concentratii ridicate de ioni de Ca™ si valori
superioare ale pH-lui.

Deoarece PEG prezinta un anumit grad de toxicitate, iar in unele cazuri determina
formarea celulelor multinucleate, prin fuziuni ale mai multor protoplasti, ca o metoda
alternativa de transfer al ADN-ului in protoplasti a fost propusa electroporarea. O con-
centratie mare de ADN plasmidial care contine gena clonata este adaugata la o suspensie
de protoplasti caruia i se aplica un soc electric de 200-600 V/cm timp de 30-100 milise-
cunde. Ca rezultat, In membranele plasmatice se formeaza pori care permit patrunderea
ADN-ului exogen in citoplasma (Milica, 1999; Sambrook si Russell, 2001).

Eficienta transformarii prin aceste procedee este influentata de o serie de parametri:
greutatea moleculara si concentratia PEG, tensiunea, tipul si durata impulsului electric,
dimensiunile si configuratia plasmidei (superrasucita sau liniarizatd), starea fiziologica
si stadiul din ciclul celular 1n care se afla protoplastii-recipient, protocolul de regenerare
pentru fiecare specie ,,de interes”. Al doilea dezavantaj al transferului de gene in proto-
plasti este probabilitatea mare de a integra mai multe copii ale transgenei.

Microinjectia este 0 metoda fizica directa de introducere a ADN-ului in nucle-
ul celulei vegetale, sub control optic, aplicata cu succes pentru prima datd in a doua
jumatate a anilor’90 ai secolului trecut la tutun si lucerna (Crossway si al., 1986).
Este una dintre cele mai laborioase si complexe metode. Prezenta peretelui celular
reprezintd nu numai o bariera fizica, prezentand dificultéti in penetrarea peretelui de
catre microcapilare, ci si o vizibilitate redusa a nucleului. Prezenta vacuolei mari,
de asemenea, reprezinta o problemad, deoarece exista riscul distrugerii tonoplastului
in procesul penetrdrii spre nucleu. Existd si o serie de avantaje: permite controlul
numarului moleculelor transferate, face posibil cotransferul de ADN, ARN, protei-
ne sau chiar mitocondrii. Transferul moleculelor poate fi efectuat in celule izolate,
structuri multicelulare cu mare competenta pentru regenerarea plantelor.

Transferul direct al ADN-ului plasmidial cu fibre de carbid-silicon reprezin-
td o metoda relativ noud, primele succese fiind inregistrate n anii ‘90 ai secolului
trecut la porumb (Kaeppler si al., 1992). Aceastd metoda ofera o alternativa micro-
injectiei, fiind extrem de simpla si ieftind pentru producerea plantelor transgenice
fertile. Tuburile Eppendorft cu suspensii de agregate celulare sunt initial inversate
si apoi vortexate impreund cu ADN-ul plasmidial si fibrele incarcate negativ intr-un
mediu hipertonic cu un continut de sorbitol 0,25 M si manitol 0,25 M. Ca urmare a
coliziunilor intre agregatele celulare si fibrele ascutite ca niste ace, peretele celular
este penetrat si ADN-ul patrunde in citoplasma. Principalii factori care pot afecta
transferul sunt modalitatea §i intensitatea agitarii. Pana in prezent metoda a fost
folosita cu succes la porumb si tutun.
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Un dezavantaj al acestei metode este determinat de tipul de tesut-tinta utilizat.
Pana in prezent s-a reusit utilizarea doar a suspensiilor cu agregate celulare mici cu
perete celular subtire. O altd cauza care limiteaza aceastd metoda o reprezinta faptul
ca fibrele de carbid-silicon pot fi cancerigene din cauza proprietatilor similare cu
fibrele de azbest.

Transferul direct al genelor prin metoda biolistica, elaborata in 1987 (Sanford
si al., 1987), se considera a fi un progres esential iIn manipularea genetica, intrucat
realizeaza transferul genelor in plantele pentru care nu sunt eficiente transferul me-
diat de Agrobacterium sau metodele bazate pe protoplasti. Principiul acestei metode
constituie utilizarea microproiectilelor lansate cu viteza mare pentru introducerea
ADN-ului in celulele vii.

ADN-ul este precipitat cu clorura de calciu la suprafata unor particule de aur
sau tungsten, cu diametrul mai mic de 1 micron. Particulele sunt amplasate intr-un
glont din plastic (macroproiectil), introdus in teava unui dispozitiv special construit
in acest scop. Tesutul vegetal tinta este plasat in apropierea unui mic orificiu de la
capatul tevii. Macroproiectilul este propulsat spre tesut cu ajutorul unei incarca-
turi explozive si cand se izbeste de placa de protectie, particulele pe care le poarta
trec prin orificiu si lovesc celulele. Teava pistolului §i camera cu tesutul trebuie sa
fie vidate. In caz contrar, rezistenta aerului reduce viteza macroproiectilului. Dupa
,bombardare”, celulele sunt transferate in cultura pentru regenerarea plantelor.

Spre deosebire de mecanismele de bombardare cu macroproiectile, o alta varian-
ta—microtintirea — genereaza mai Intai aerosoli printr-un scurt soc de presiune, dupa
care accelereaza picaturile, conform legii lui Bernoulli intr-un capilar foarte ingust.
Prin intermediul acestui sistem, 80% din totalul particulelor ajung intr-o regiune cu
diametrul de numai 150 microni: meristemul. Aceasta metoda balistica amelioratd este
folosita pentru transformarea inflorescentei si meristemelor florale (Raicu, 1997).

Principalii factori limitativi sunt: masa si materiile prime ale particulelor care tre-
buie sa reprezinte metale inerte din punct de vedere chimic, natura, forma si concentratia
ADN-ului. Pentru invelirea particulelor metalice cu ADN, se poate recurge la aditivi
(spermidina, clorura de calciu). Alti parametri cu incidenta asupra fiziologiei tesutului
sunt: conditiile de temperaturd, fotoperioada si umiditatea in care sunt mentinute plan-
tele-donor, explantele si tesuturile transformate. Avantajele acestei tehnici constau in
transformarea tesuturilor organizate potential regenerabile, permit transferul unor gene
straine in germoplasma-elita, tehnica putand fi aplicata teoretic la orice specie.

Alte tehnici de transfer direct al genelor fac apel la: microfascicule laser, lipo-
somi, sonicare, macroinjectie etc. Aceasta gama de tehnici de transfer care difera
prin complexitatea tehnica si eficienta se afla in dezvoltare, In cdutarea noilor meto-
de cu conditii tehnice simple, reproductibile in diverse laboratoare fara un echipa-
ment specializat si costisitor.

La momentul actual, conform datelor inregistrate in bazele de date (AGBIOS si
COMPASS) privind PMG aprobate, majoritatea plantelor au fost obtinute prin transferul
genelor indirect mediat de Agrobacterium si direct prin metoda biolistica.
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1.4. Regenerarea, selectia si testarea plantelor modificate genetic

Regenerarea, selectia si testarea PMG reprezintd componente esentiale ale unui
protocol de transformare. Datoritd totipotentei caracteristice organismului vegetal,
celulele transformate pot regenera prin cultura in vitro plante transgenice, care fiind
supuse unor etape intermediare de selectie sunt cultivate in cAmp pentru o testare a
stabilitatii expresiei transgenei in conditii naturale.

Sistemele de cultura in vitro includ atat cultura explantelor care 1si pastreaza
integritatea: embrioni zigotici, meristeme, cat si a celor pentru care conditiile in
vitro determina o dediferintiere celularda mai mult sau mai putin pronuntata. De-
diferentierea este procesul prin care celulele unui organ pierd capacitatea de a-si
regla dezvoltarea, devenind apte de a se divide cu formarea unei mase de celule
parenchimatice numit calus (Raicu, 1997). in calitate de explante pentru inducerea
calusului pot fi folosite diferite parti ale organelor plantei. Excizia explantului indu-
ce un raspuns de ranire la nivelul sectiunilor care, cultivate in prezenta hormonilor
din mediu, formeaza calus. Prin modificarea raportului de substante reglatoare de
crestere in mediul de cultivare este indusa organogeneza, asigurata de meristemele
care apar in calusurile cultivate in vitro. Prin organogeneza se formeaza lastari care,
transferati pe un mediu lipsit de hormoni sau cu un continut scazut de auxina, vor
inrddacina. Plantele, astfel obtinute, vor fi transferate in sera si, ulterior, in camp.

Lastarii pot fi indusi sa se formeze si direct pe explantele diferentiate: frunze,
tulpini, hipocotile, inflorescente, radacini. In acest caz, ei isi au originea in zone ra-
mase 1n stare meristematica sau pot rezulta din diferentierea anumitor celule.

Obtinerea plantelor din celule cultivate in vitro se poate realiza prin regenerare
atat direct, cat si indirect prin calus urmat de organogeneza (fig. 1.17.).

Desi etapa de regenerare de novo prin calus nu este o cerinta obligatorie pentru
a genera plante transgenice, aceasta reprezinta o etapa de baza in majoritatea proto-
coalelor de transformare. Procedura de regenerare trebuie sa corespundd anumitor
conditii. De exemplu, in cazul transformarii mediate de Agrobacterium, pentru a fi
accesibile bacteriei, celulelor care urmeaza sa fie regenerate li se aplica diferite for-
me de ranire, iar acestea trebuie sa fie competente pentru a primi si integra ADN-T
(Sangwan si al., 1992; Ishida si al., 1996).

Regenerarea plantelor poate fi influentata negativ de concentratii inalte ale bac-
teriei si perioada lungd de cocultivare — factori esentiali In eficienta transformarii.
De aceea, este necesar de a gasi un echilibru intre frecventa de transformare si vi-
abilitatea tesutului. S-a constatat cd modul in care materialul vegetal este cultivat
inainte si dupd infectare cu bacterii, si in special prezenta in mediu a hormonilor,
reglatorilor de crestere si a diferitor substante: antioxidanti sau antibiotice pot influ-
enta profund atat competenta pentru transformare, cat si capacitatea de regenerare
(Joersbo si Okkels, 1996; Perl si al., 1996; Nauerby si al., 1997).

Frecventa regenerarii variaza si este influentatd de genotip si de metoda de
transfer. Depasirea acestor dificultati este posibila prin elaborarea unor metode de
transformare directa a unor structuri cu potential natural de regenerare, cum sunt
embrionii si meristemele. Dezvoltarea transformantilor din astfel de explanti este
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asociata cu un numar mai mic de manipulari ale tehnicii culturii in vitro. De aseme-
nea, se considera ca plantele obtinute din cultura meristemelor apicale sau auxiliare
nu prezintd variatia somaclonald. Cu cat este mai redus gradul de organizare a tesu-
tului si cu cat este mai lung timpul petrecut n aceasta stare, cu atat este mai mare
amplitudinea fenomenului de variatie somaclonald (variabilitate genetica generata
in timpul culturii de tesuturi).

id
E

Y

~
;{ F

Figura 1.17. Regenerarea plantelor prin organogeneza directa (1) si indirecta (2)
(Raicu, 1997)

-
m

Nota: A— explante: fragmente de organe, tesuturi, celule izolate (polen, protoplasti); B — este indusa for-
marea mugurilor direct din celulele explantului pe un mediu de cultura adecvat; C — dezvoltarea lastari-
lor din muguri pe acelasi mediu sau pe un mediu de alungire; D — celulele explantului initial sunt induse
sa se divida, dediferentieze cu formarea calusului primar; E — calusul este subcultivat pe un mediu de
crestere; F — este indusa organogeneza prin transferul calusului pe un mediu de regenerare; G — lastari.

Indiferent de metoda de transfer utilizata, frecventa de integrare a genelor in
genomul celulei este redusa. Din aceasta cauza, genei ,,de interes”, 1i este asociata o
gena-marker, care permite selectia celulelor vegetale transformate. Cele mai folosite
gene-marker selectabile confera rezistentd la un antiobiotic sau un erbicid. Produsul
unei asemenea gene este de obicei o enzima, care inactiveaza o substanta toxica si
astfel permite celulelor transformate sa supravietuiasca pe un mediu de cultura adi-
tionat cu antibioticul sau erbicidul respectiv si sa regenereze.

Alegerea agentului de selectie in concentratie si durata optima de aplicare este
importanta atat pentru un nivel nalt de selectare a celulelor transformate, cat si
pentru o regenerare calitativd. Exista o varietate mare de gene-marker (tab. 1.4.),
care favorizeaza optimizarea factorilor cu incidenta in transformare (Wilminkand
si Dons, 1993).
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Tabelul 1.4.
Gene-marker utilizate in transformarea genetica a plantelor
(Wilmink si Dons, 1993)

Agentulde | Gena- | p 4 ide | Efectul Principiul
selectie/ marker . mecanismului de
substratul expresie rezistenta
Antibiotice
Kanamicina  aphA?2 APH(3")II
C418 aphA2 (NPTII) Sinteza Fosforilarea agentului
Higromicind  hpt=aphlV  APH(3’)II proteinelor selectiv
(NPTII)
APH(4")
Erbicide
Basta, PPT bar, pat PAT acetilarea agentului de
Sinteza selectie
Glifosat aroA,Epsps  EPSPS aminoacizilor modificarea/
amplificarea enzimei-
Sulfoniluree  csri-1 ALS Fotosinteza  tinta
Bromoxinil ~ bxn Nitrilasa degradarea agentului
de selectie
Atrazina psbA Qb modificarea enzimei-
tinta
Alti agenti de selectie
Metotrexat Dhfr DHFR Sinteza modificarea enzimei-
nucleotidelor tinta
2,4-D tfdA DPAM Metabolismul degradarea agentului
auxinelor de selectie

Cea mai des utilizata transgena in calitate de marker de selectie este gena neo-
micin fosfotransferazei aminoglicozidice (3’) de tip II (nptll), derivata de la trans-
posonul Tn5 al E. coli, care mai este denumita i gena rezistentei la kanamicina.
Aceastd gend confera rezistentd fatd de antibioticele aminoglicozide. Gena npti]
poate fi pusa sub controlul elementelor reglatoare de origine bacteriana, astfel nu va
fi expresatd in plante sau poate fi controlatd de un promotor eucariot care va deter-
mina expresia ei in planta-receptor.

O alta categorie de gene care permit analiza eficientei transformarii genetice
sunt genele raportoare (3Bepesa si Pomanos, 2000). Expresia acestor gene nu se re-
flecta asupra metabolismului sau rezistentei plantelor transgenice in conditii norma-
le sau selective. Scopul utilizarii lor consta in identificarea cu usurinta a produselor
lor de expresie (enzime, care pot fi detectate cu substraturi cromogene, fluorigene,
care emit fotoni sau radioactive) pentru a concluziona despre prezenta si expresia
genelor ,,de interes” (vezi cap. 4).
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Domeniul de utilizare a genelor raportoare este mult mai larg decat transge-
neza. Un aspect al utilizarii lor este cel de a analiza expresia temporal-spatiala a
genelor in general, proprie organismului dat, sau a transgenei. In functie de scopul
cercetarii, secventa codificatoare a genelor raportoare pot inlocui anumite secvente
in construct. De exemplu, atagarea genei la regiunea promotor permite de a cer-
ceta rolul acestuia in expresia genei respective la nivel de transcriptie. Inlocuirea
secventei codificatoare a genei ,,de interes” cu cea a genei raportoare cu pastrarea
regiunilor care codifica secventa de la capatul 5° netranslabil al ARNm permite de
a aprecia rolul acestei succesiuni nucleotidice in procesul transportulut ARNm din
nucleu in citoplasma si initierea translarii. Prin combinarea secventelor codifica-
toare ale genei ,,de interes” si raportoare se poate determina, in unele cazuri direct,
cantitatea proteinei active in celule, interactiunea cu alte proteine, polipeptide, acizi
nucleici, membrane etc.

In ultimii ani au fost propuse o serie de gene utilizate in monitorizarea celule-
lor vegetale transformate genetic: genele octopinsintetazei — OCS, nopalinsintetazei
— NOS, cloramfenicol acetiltransferazei — CAT, B-galactozidazei — LacZ, B-glucoro-
nidazei — GUS, luciferazei — LUC, proteinei fluorescente verzi — GFP (Sambrook si
Russell, 2001).

Apelarea la genele raportoare este in functie de avantajele si limitarile acesto-
ra. Nu exista gene cu utilizare universala, de aceea selectarea unui marker adecvat
se incepe cu informatia cunoscutd. De exemplu, metodele enzimatice de elucidare
a activitatii proteinelor raportoare GUS, LUC si CAT sunt mai sensibile decat de-
tectarea fluorescenta a GFP, iar stabilitatea inalta a proteinelor GFP, GUS si CAT
in vivo nu permite de a elucida pe baza lor modificarile rapide in expresia genelor.
Pentru acest scop este mai eficientd LUC, Intrucat timpul de degradare a proteinei in
celulele vii este de 2-3 ore (3BepeBa si Pomanos, 2000).

In primii ani ai practicii de transformare genetica a plantelor, s-a apelat la gena
[-glucoronidazei, insa din cauza interventiei distructive a celulelor utilizarea aces-
teia in testarea transgenelor este limitata (vezi cap. 4). In calitate de markeri vizuali
alternativi s-a recurs la luceferaza si la genele antocianinelor, in special in trans-
formarea gramineelor. Dar si in acest caz, simplitatea in vizualizare la microscop
a acumularilor de pigmenti antociani este contrastata de faptul ca acestia afecteaza
dezvoltarea celulelor transformate. Insa utilizarea pe larg a luciferazei, care nu ma-
nifesta activitate toxica asupra celulelor, este limitatd de echipamentul costisitor
pentru vizualizarea produselor reactiei enzimatice.

Proteinele GFP sunt unele din cele mai recent utilizate in calitate de markeri
in transformarea genetica. Acestia permit detectia vizuald nedistructiva a celulelor
transgenice prin microscopie fluorescenta. Sistemul dat este independent de genotip
si de tesutul analizat si prezintd un nivel jos de toxicitate.

Reiesind din avantajele si dezavantajele fiecarui sistem reporter, se considera
ca cel mai des utilizate in tennologia ADN-recombinant sunt genele GUS si GFP, si
mai putin LUC si CAT (vezi cap. 4).
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Diferite strategii aplicate in scop de selectie (antibiotice, erbicide, gene rapor-
toare) vizeaza asigurarea celulelor cu un component final, esential pentru regene-
rare. De exemplu, benziladenina glucoronidul inactiv este convertit in citochini-
na — benziadenina activa in celulele care expreseaza gena gus (Joersbo si Okkels,
1996). Un alt sistem este bazat pe expresia unei gene isopentiltransferaza (ipt), care
determind producerea unui precursor al citochininei (Ebinuma si al., 1997). Aceasta
strategie determina producerea unui fenotip transgenic aberant, insd problema in
cauza a fost Inlaturata prin clonarea genei ipt¢ intr-un element transpozabil, facand
posibild eliminarea genei prin selectia transgenei.

Ultima verificare a plantelor transgenice in cazul speciilor de interes economic
se face in teste de camp. Aceste teste au drept scop determinarea stabilitatii genetice
a caracterului transferat i evaluarea altor insusiri cu incidentd asupra productiei si
calitatii. Pentru tehnologia de transfer al genelor, cea mai importantd confirmare a
reusitei transformarii consta in acceptarea produselor plantelor astfel manipulate de
catre fermieri si consumatori.

1.5. Gene ,,de interes”

Obiectivele transformarii genetice a plantelor evolueaza odata cu cerintele so-
cietdtii. Daca in primii ani de utilizare a tehnicilor ADN-ului recombinant erau im-
plicate doar centre stiintifice a cdror activitate de cercetare era axata preponderent pe
eficientizarea metodelor de transfer al alogenelor si obtinerea PMG cu un caracter
de valoare, acum exista laboratoare comerciale care produc sute de linii transgenice,
cu gene de importantd agroindustriald. Realizarile ingineriei genetice vegetale isi
gasesc, din ce Tn ce mai mult, implementare in diverse domenii ale vietii contem-
porane fiind stimulate de imposibilitatea rezolvarii unor imperative ale timpului,
cum ar fi ameliorarea capacitatii si calitatii productiei, rezistenta plantelor la diferiti
patogeni si factori abiotici, conservarea biodiversitatii, poluarea chimica a mediului
ambiant, farmaceutica, profilaxia si tratamentul multor maladii etc.

Transformarea genetica este pe larg exploatatd in obtinerea plantelor cu rezis-
tenta fata de insecte — obiectiv prioritar al biotehnologiilor agricole, determinat de
pierderile enorme de recoltd cauzate de insecte si de costul insecticidelor chimice
folosite in agriculturd. Ameliorarea rezistentei genetice la insecte a fost posibila
prin utilizarea unor gene codificatoare de proteine insecticide, care pot fi de origine
vegetald, animala sau microbiana.

In prezent, cel mai frecvent se recurge la utilizarea genelor plasmidiale ale unei
bacterii din sol — Bacillus thuringiensis. In conditii de stres, aceste bacterii formeaza
endospori pentru care sintetizeaza din abundenta o serie de proteine specifice. Surplu-
sul este depozitat sub forma unui corp proteic paracristalin cry (de la ,,crystal”). Fi-
ind ingerate de insectele sensibile, aceste proteine formeaza un complex cu receptorii
specifici din membrana epiteliului intestinal cauzand moartea ei. Efectele letale sunt
limitate la insectele sensibile, ceea ce face ca toxina respectiva sa fie in avantaj fata
de insecticidele chimice care distrug un numar mare de insecte inclusiv nedaunatoare.
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Dezavantajul insecticidelor biologice pe baza de Bacillus thuringiensis este determi-
nat de costul ridicat si de faptul ca acestea sunt rapid descompuse in conditii de camp.
Transgeneza reprezinta o solutie eficientd prin introducerea genelor care codifica toxi-
na bacteriana in plante. Au fost identificate peste 1000 de toxine diferite, fiecare avand
un spectru specific de insecte sensibile. Vertebratele, printre care si omul, nu poseda
receptori pentru proteinele Bt (Bacillus thuringiensis).

Genele Bt active impotriva unor Lepidoptere (cryl, cry2, cry b si cry Q), gan-
dacului de Colorado si altor coleoptere — cry 3 — au fost transferate la un numar mare
de specii mono- si dicotiledonate cultivate. Expresia genei Bt in PMG determina
sinteza unei protoxine inactive in lungime de 1200 aminoacizi care, dupa ingerarea
ei de catre larvele sensibile, este scindata intr-un fragment activ de 68 kDa ce lea-
gd receptorii celulelor intestinale, blocandu-le functionarea. Toxinele Bt sunt foarte
specifice si actioneaza chiar si in doze foarte mici (Raicu, 1997).

Primele plante cu rezistentd mediatd de proteina Bt au fost tutunul §i tomatele
MG obtinute in 1986 si 1987. La momentul actual, dintre speciile de plante MG
aprobate la nivel international, porumbul include cele mai multe linii cu transgene,
care confera rezistenta fat de insecte. In baza de date AGBIOS sunt inregistrate gene-
le care codifica proteine insecticide prezente in liniile MG autorizate (tab. 1.5.).

Tabelul 1.5.

Gene utilizate in transformarea genetica in scopul
obtinerii rezistentei fata de insecte

vglr?e(ti; ti Gene ,,de interes” Sursa de gene
7 CrylAb Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)
3 CrylAc Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (Btk)
4 crylF Bacillus thuringiensis var. aizawai
2 cry2Ab Bacillus thuringiensis
4 cry34Abl Bacillus thuringiensis s. PS149B1
3 cry35Abl Bacillus thuringiensis s. PSI149B1
4 cry3A Bacillus thuringiensis subsp. Tenebrionis
2 cry3Bbl Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis
1 cry9c Bacillus thuringiensis subsp. Tolworthi
1 Inhibitor al proteazelor Solanum tuberosum
1 VIP3A Bacillus thuringiensis s. AB88

O alta grupa de proteine insecticide Tnsd de origine vegetald sunt: lectinele (im-
plicate in fenomene de recunoastere celulard), inhibitorii amilazei si inhibitorii pro-
teazelor (prezente in semintele leguminoaselor si cerealelor) care, atunci cand sunt
ingerate Tn doze mari, inhiba cresterea si dezvoltarea insectelor, Insa cu o rata a morta-
litatii mai redusd comparativ cu proteinele Bt. Medierea rezistentei de catre inihibitorii
proteazelor de origine vegetala (proteine mici, 5 - 25 kDa) este determinata de faptul
ca cea mai mare parte din insectele fitofage utilizeaza proteazele pentru a digera prote-
inele ingerate. Inhibitorii proteazelor actioneaza ca analogi ai substratului, forméand cu
proteazele complexe necovalente, stabile. Primele plante transgenice care sintetizau
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un inhibitor al proteazelor cu serina au fost obtinute in 1987. Aceasta strategie a fost
testata la mai multe specii de plante pentru protectia impotriva lepidopterelor.

Tuberculii de cartof contin un grup de glicoproteine numite palatine, cu greuta-
te moleculara de 40 kDa (cca 40% din totalul proteinelor de rezerva). Palatinele sunt
considerate substante de protectie contra insectelor si a unor microorganisme care
contin lipaze, active in degradarea lipidelor, cu eliberare de acizi grasi. Transferul
genelor acestor proteine la tutun si tomate in anul 1987 a determinat cresterea capa-
citatii de rezistenta la atacul larvelor de Manduca sexta (omida cu corn), cu o mare
sensibilitate la endotoxine. Se considerad ca exista peste 50 toxine diferite pentru
larvele de Lepidoptere (Milica, 1999).

In laboratoarele academice si industriale se fac eforturi imense pentru a desco-
peri noi proteine insecticide, insa rezultatele testelor de camp au evidentiat niveluri
de rezistenta cu valoare comerciala doar In cazul utilizérii transgenelor derivate de
la Bacillus thuringiensis.

Principala problema legata de utilizarea proteinei Bt consta in posibila aparitie
a unor insecte rezistente la aceasta toxind. Dezvoltarea rezistentei fata de insecte la
PMG se asociaza cu un control integrat al populatiilor de daunatori. Strategiile pe
termen scurt presupun expresia la un nivel foarte 1nalt a genelor Bt, cultivarea unor
plante-gazda sensibile, in paralel cu cele transgenice, ca refugiu pentru daunatori,
practici agronomice care reduc expunerea insectelor la actiunea toxinei Bt etc. Se
prevede ca strategiile pe termen lung vor exploata genele multiple care codificd pro-
teine insecticide cu cdi unice de actiune.

Ameliorarea rezistentei genetice la insecte ofera o serie de beneficii care constau in:

(e reducerea poluirii chimice a solului; B
* protejarea entomofaunei;
* eliminarea reziduurilor de insecticide din apa si alimente;
e ameliorarea calititii productiei;
* sporirea recoltei de pe aceleasi suprafete de teren arabil, nu se extind suprafetele
agricole in detrimentul padurilor, ceea ce contribuie la protejarea solului im-
L potriva eroziunii.

)

Viitorul biotehnologiilor agricole care vizeaza combaterea daunatorilor si ma-
rirea rezistentei la boli pare a fi promitator. Primele cercetdri au fost orientate spre
diminuarea efectelor negative ale virusurilor asupra productiilor vegetale. Reiesind
din faptul ca recunoasterea si neutralizarea patogenului sunt mediate de anticorpi, s-a
estimat cd expresia in plantele transgenice a genelor care codifica anticorpi ar putea
sa confere niveluri ridicate de rezistentd la patogeni specifici. Intr-o planta transgeni-
ca capacitatea unui anticorp de a conferi rezistenta fata de un patogen depinde exclu-
siv de posibilitatea lui de a interfera cu functionarea unor proteine virale, legandu-se
de situsurile lor antigene. Au fost obtinute plante transgenice de tutun care exprimau
anticorpi monoclonali ce contineau numai domeniile necesare pentru recunoasterea
si legarea antigenei — proteina virald. Liniile transgenice inoculate cu o suspensie
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virala de o mie de ori mai concentratd decat minimul necesar pentru inducerea unei
infectii sistemice au prezentat simptome cu 5 pana la 14 zile mai tarziu decat plan-
tele-martor. Aceastd tehnologie, deocamdata putin exploatatd, va pune la dispozitia
ingineriei genetice o gama nelimitata de anticorpi specifici (Milicd, 1999).

O alta strategie in crearea rezistentei la virusuri se bazeaza pe blocarea ARN-
ului virotic prin proteine de invelis, respectiv secvente de ARN-antiviral. Prin trans-
formarea genetica a plantelor cu gene responsabile de sinteza proteinelor de invelis
a unui virus planta produce astfel de proteine ca forma de aparare contra virusului
respectiv. In acest mod se asigurd o protectie fatd de diversi agenti patogeni. De
exemplu, s-a reusit combaterea virusului nervurilor galbene la sfecla si a virusului
mozaicului tutunului (Milica, 1999; Sala si al., 2003).

Baza de date internationald AGBIOS include PMG cu trei tipuri de gene ,,de
interes”, care determina rezistenta la infectii virale (tab. 1.6.).

Tabelul 1.6.
Gene utilizate in transformarea genetica in scopul obtinerii
rezistentei fata de infectii virale

Gene ,,de interes” Sursa de gene

Virusul rasucirii frunzelor la cartof orf 2
(Potato leafroll luteovirus (PLRV) orf2)

Replicaza Virusul rasucirii frunzelor la cartof orf 1
(ARN dependent de ARN polimeraza) | (Potato leafroll luteovirus (PLRV) orf 1)

Helicaza

Virusul mozaicului la castraveti

Proteine de invelis virale ; :
(Cucumber mosaic cucumovirus)

Virusul petelor inelare la papaia
(Papaya ringspot potyvirus (PRSV))

Virusul Y la cartof
(Potato potyvirus Y (PVY))

Virusul mozaicului la pepenele verde
(Watermelon mosaic potyvirus 2)

Proteine ale capsidei virale

Proteine ale capsidei virale

Proteine ale capsidei virale

Virusul mozaicului galben la dovlecei

LRI ELE G LB (Zucchini yellow mosaic potyvirus)

Foarte putin se stie despre impactul cultivarii PMG cu transgene de origine
virald asupra mediului. Riscurile potentiale ale acestor transgene ar putea fi deter-
ante rezistente. Se presupune ca aceste riscuri ar putea fi determinate in special de:
recombinarea Intre genomul ARN al unui virus si transcriptul ARN derivat dintr-o
gend virald, schimbarea modului de transmitere a virusului de catre insectele-vector,
datorita incapsidarii genomurilor ARN ale unor virusuri infectante de catre protei-
nele codificate de o transgena (heteroincapsidare).

In ce priveste combaterea bacteriilor si mai ales a ciupercilor fitopatogene,
cercetarile sunt mai avansate. Plantele sintetizeaza proteine capabile sa inhibe cres-
terea fungilor in vitro. Expresia constitutivd sau indusa a genelor corespunzatoare in
plantele transgenice poate determina rezistenta la atacul ciupercilor. Cele mai cunos-
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cute proteine antifungice sunt chitinazele si f-1,3-glucanazele — enzime implicate
in hidroliza chitinei si B-1,3-glucanului din peretii celulelor fungale, astfel inhiband
cresterea lor. Au fost descrise patru clase de endochitinaze si trei clase majore de -
1,3-glucanaze prezente la tutun. Aceste hidrolaze actioneaza sinergic, manifestand
o activitate foarte puternica de inhibare a cresterii multor fungi. Utilizarea genelor
care codifica diferite clase ale acestor enzime in transgeneza s-a dovedit a fi eficienta
la unele varietati de tutun transgenice care sintetizeaza o chitinaza bacteriana sau
vegetala si la tomate, la care coexpresia acestor gene a determinat niveluri sporite
de rezistentd la Fusarium (Milica, 1999; Raicu, 1997).

Prin evaluarea altor proteine corelate cu patogeneza (PR = Pathogenesis Rela-
ted Proteins), de exemplu, a osmotinei (PRS — proteinad vacuolarad indusa de stresul
salin, descoperita la tutun), s-a reusit supraexpresia acesteia in plantele de cartof,
determinand o intarziere semnificativa a dezvoltarii leziunilor produse de Phytoph-
thora infestans. Tot la plante s-a descoperit o familie de peptide mici antifungice,
numite defensine. Unele dintre aceste tipuri de peptide, izolate din semintele mai
multor specii (Raphanus sativus, Amaranthus caudatus, Mirabilis jatapa, Urtica
dioica, Triticum si Hordeum), manifesta in vitro o activitate antifungica fata de un
spectru larg de patogeni. O gend de la ridiche, care codifica proteina II (R-AFP2),
a fost exprimata in plantele de tutun transgenice inducand un anumit nivel de rezis-
tentd fatd de Alternaria longipes.

Fitoalexinele, compusi cu greutate moleculard mica, par sd aiba un rol im-
portant 1n rezistenta plantelor la patogeni. Mutantele de Arabidopsis thaliana, care
au o capacitate redusa de a sintetiza fitoalexine prezintd leziuni mai mari In urma
infectiilor fungice. Expresia genei stilben-sintetazei de la vita-de-vie in plantele de
tutun a determinat producerea unei noi fitoalexine (resveratrol) si o rezistentd marita
la infectia cu Botrytis cinerea.

O alta strategie se bazeaza pe variate tipuri de oxigen activ, inclusiv peroxidul
de hidrogen (H,0,) cu rol important in raspunsul de aparare al plantei si la infectiile
patogenilor. Plantele transgenice de cartof care exprima o gena de origine fungica
pentru glucozo - oxidaza, ce genereazd H,O,, aveau niveluri crescute ale rezistentei
fatd de unii patogeni fungici si bacterieni: Erwinia carotovora, Verticillium, Phyto-
phthora infestans. Prin urmare, generarea diferitor tipuri de oxigen activ in plantele
transgenice pare sd determine o rezistenta la un spectru foarte larg de boli.

Primele incercdri de a obtine plante rezistente la patogenii bacterieni au apelat
la peptidele magainine sau cecropine, care s-au dovedit a fi cu activitate antibacte-
riand redusa in vitro. Mult mai eficient a fost lizozimul de la bacteriofagul T4, care,
exprimat in tuberculii plantelor transgenice de cartof, a marit rezistenta la Erwinia
carotovora ssp. Atroseptica (Raicu 1997). O altd incercare de ameliorare a rezis-
tentei la bacterii a inclus toxinele nespecifice pentru gazda care sunt determinanti
majori ai virulentei patogenilor bacterieni. Manipularea rezistentei plantelor de tu-
tun la un patogen bacterian P. syringae pv. tabaci a fost realizatd cu succes prin
intermediul unei gene, care codificd o enzima ce inactiveaza toxina: gena pentru
acetil-transferaza tabtoxina specifica.
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Desi exista rezultate promitatoare in acest domeniu, putine sunt speciile trans-
genice ce ar manifesta un nivel de rezistenta cu valoare agronomica.
nele pentru rezistenta la erbicide. Erbicidele, similar celorlalte pesticide, reprezinta
factori indispensabili obtinerii unei recolte Tnalte. Aceste substante chimice ar trebui
s actioneze selectiv, afectand doar buruienile, nu si cultura in care sunt aplicate. in
consecinti, cele mai multe dintre ele sunt adaptate anumitor culturi. In acelasi timp
utilizarea lor nerationala poate avea efecte grave asupra biocenozei prin acumularea
lor persistentd in lantul trofic datoritd biodegradibilitatii joase a multora dintre ele.

Orientarea moderna in activitatea de combatere a buruienilor din culturi vizea-
za doua directii: cresterea dozelor de erbicide in scopul eradicarii sigure a buruie-
nilor 1n paralel cu sporirea potentialului de rezistentd a plantelor cultivate fata de
erbicidul administrat.

Prin ingineria genetica se incearca extinderea gamei culturilor in care pot fi
folosite erbicide totale (cu efecte minime asupra mediului si cu costuri de productie
reduse) si flexibilizarea aplicarii tratamentelor, in conditiile eliminarii restrictiilor
impuse de sensibilitatea speciilor cultivate. In acest scop se recurge la:

o cresterea nivelului enzimei-tinta pentru un anumit erbicid,

» expresia unei transgene derivate de la bacterii, sau plante a carui produs de
expresie nu este afectat de compusul activ;

 introducerea in plantele cultivate a unui sistem de degradare a erbicidului.

Principalele erbicide asupra carora s-au efectuat cercetdri pentru marirea re-
zistentei culturilor agricole la doze mai ridicate sunt erbicidele sikimice (glifosatul
comercializat sub numele Roundup). Aceste chimicale sunt sistemice totale si au ca
tintd o enzima din calea metabolica de sinteza a aminoacizilor aromatici esentiali —
S-enolpiruvil sikimat-3-fosfat-sintazi (EPSPS), localizata in cloroplast. In consecin-
ta, blocarea sintezei triptofanului cu rol de precursor in sinteza acidului indolilacetic
conduce la carente accentuate in auxine naturale si la incetarea cresterii plantelor.

Gena pentru EPSPS a fost clonatd si introdusa in genom prin transformare
genetica. Expresia acesteia a determinat sporirea de 20 de ori a nivelului activitatii
enzimei fatd de plantele netransgenice.

Acetolactat-sintetaza (ALS) este enzima-tinta pentru sulfoniluree si imidazoli-
none, care catalizeaza prima etapa din biosinteza aminoacizilor cu catend ramificata:
valina, leucina si izoleucina. Gena als izolata si clonata de la liniile mutante de tutun
rezistente, care contineau o enzima insensibila la aceste erbicide, fiind transferata,
s-au obtinut plante transgenice tolerante la compusii respectivi.

O larga aplicatie au si transgenele care codifica sinteza unor enzime ce degra-
deaza substantele active. De exemplu, fosfinotricinul (PPT), un inhibitor al gluta-
min-sintetazei, este inactivat de o acetiltransferaza codificatd de gena bar clonata
de la Streptomyces hygroscopicus. Plantele la care a fost transferata aceastd gena au
devenit rezistente la fosfinotricin. Bromoxinilul este un alt erbicid nitrilic degradat
eficient de unele bacterii din sol - Klebsiella ozaenae care foloseste bromoxinilul ca
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sursa de azot, deoarece contine enzima nitrilaza, care il converteste in acid 3,5-di-
bromo-4-hidroxibenzoic. Gena care codificd aceasta enzima a fost utilizata cu suc-
ces pentru a obtine plante rezistente la acest erbicid.

In tarile care au aprobat introducerea in cultura si comert a PMG, majoritatea
plantelor contin transgene, care determina rezistenta la erbicide. Conform bazei de
date AGBIOS, 20 de varietati contin transgenele EPSPS (toleranta la glifosat), 31
de varietati — fosfinotricin—N—acetiltransferaza PAT — tolerantd la glufosinatul de
amoniu (tab. 1.7. si fig. 1.18.).

Tabelul 1.7.

Gene utilizate in transformarea genetica cu scopul
de a obtine rezistenta la erbicide

Gena ,,de interes” Abreviere Sursa de gene ReZIS‘te‘n;a la
erbicidul:
S-enolpiruvilsikimat-3-| EPSPS | Agrobacterium tumefaciens CP4;
fosfat sintaza Zea mays Glifosat
Acetolactat sintaza ALS Himera obtinutd din 2 gene AHAS Sulfonil uree
(S4-Hr4);
Linia de Arabidopsis thaliana toleranta
la clorsulfuron;
Nicotiana tabacum tolerant
la clorsulfuron
Nitrilaza Nitrilaza | Klebsiella pneumoniae s. ozanae Bromoxinil
si ioxinil
Fosfinotricin—N— PAT Streptomyces hygroscopicus Glufosinat de
acetiltransferaza Streptomyces viridochromogenes amoniu
O EPSPS
B ALS
O Nitrilaza
54% B PAT

7%

Figura 1.18. Numirul de varietiti (%) care contin gene utilizate in obtinerea PMG
rezistente la erbicide aprobate la nivel international (AGBIOS)

Un alt scop al transgenezei constd in obtinerea unor plante cu compozitie bio-
chimica si dezvoltare modificata. Androsterilitatea citoplasmatica este folosita pe

42



scara larga in obtinerea semintelor hibride, deoarece elimina necesitatea castrarii
manuale a genitorului matern. Insa pentru multe specii cu insusiri agronomice de
valoare nu se cunosc bazele moleculare si fiziologo-biochimice ale acestui fenomen.
De asemenea, pentru ca liniile consangvine astfel obtinute sa poata fi multiplicate,
trebuie sa se dispuna si de gene restauratoare ale fertilitatii. La mai multe plante
cultivate, printre care si Brassica napus, sursd majora de ulei vegetal, a fost introdus
un sistem, manipulat genetic, de androsterilitate si restaurare a fertilitatii.

Sterilitatea este determinata de o ribonucleaza numitd barnaza, produsa de
bacteria Bacillus amyloliquefaciens. Regiunea de codificare a genei bacteriene ata-
satd unui promotor TA 29, care are o expresie tesut specificd in tapetum care in-
conjoara sacii polinici din antere, fiind transferata a determinat androsterilitatea ca
urmare a distrugerii celulelor tapetumului din cauza degradariit ARN-ului de catre
barnaza. Pentru restaurarea fertilitatii, se utilizeaza o altd proteind, numita barstar,
produsa tot de Bacillus amyloliquefaciens. Barstar este o proteind intracelulara, care
inactiveaza barnaza, formand un complex stabil enzimatic inactiv in citoplasma,
protejand astfel celulele bacteriene de propria lor toxind. Plantele transformate cu
o gena artificiala 74 29- barstar sunt fertile. Ele produc barstar in tapetum, dato-
ritd specificitatii de tesut a promotorului TA29 si atunci cand plantele androsterile
TA29-barnaza sunt incrucisate cu genitorii masculi care poseda TA29-barstar, rezul-
td hibrizi F, fertili.

Calitatea si cantitatea substantelor de rezerva (uleiuri, proteine, hidrati de car-
bon) sunt caracteristici individuale ale familiei genului si chiar ale speciei care tind
sa fie relativ constante. Variabilitatea naturala sau indusa artificial furnizeaza numai
forme cu un set complet sau incomplet de gene responsabile pentru formarea com-
pusilor de rezerva. Nu este posibild addugarea de noi gene la cele deja existente n
plantele cultivate prin metodele clasice de ameliorare. Transferul genelor intre spe-
cii indepartate genetic in scopul cresterii performantelor lor agronomice este posibil
numai prin inginerie genetica.

Cultura plantelor oleaginoase prezintd un interes deosebit ca obiectiv al trans-
formarii genetice determinat de productia acestor specii, care poate fi valorificata
nu numai ca aliment, ci si n industrie. Prin transferul unor gene straine, de la alte
organisme au fost obtinute varietati proiectate (,,designer crops’) pentru producerea
de uleiuri superioare industriale. Elaborarea acestei tehnologii este deja avansata la
rapita — singura specie oleaginoasd importanta pentru care exista tehnici eficiente de
transformare genetica. La aceasta specie, in afara celor doua varietati naturale exis-
tente, una cu continut ridicat 1n acid erucic, alta bogata in acid oleic, au fost produse
trei noi ,,designer crops” cu continut ridicat in acid stearic (in proportie de 25-30%,
un ingredient major al margarinelor si substituent al untului de cacao), acid lauric
(cu 25%) si acidul petroselinic. Interesate de acest acid sunt industriile detergentilor
si maselor plastice. Gena implicata in sinteza acidului petroselinic a fost izolata de
la Coriandrum sativum. Se intentioneaza, de asemenea, crearea unei noi varietati de
rapitd, care sd contina ceard jojoba, utilizata in industria farmaceutica, in produce-
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rea de cosmetice si ca lubrifiant. Aceastd ceara lichida se gaseste in uleiul continut
de semintele unui arbust din desertul nord-american, Jojoba simmondsia chinensis
(Raicu, 1997).

Se afld in teste de camp plante transgenice de rapitd, care contin acid y-linoleic,
folosit ca agent terapeutic analgezic intr-o serie de boli. Gena care codifica enzima
implicata a fost izolata de la cateva specii de cianobacterii, iar transferul ei la rapita
a dus la acumularea acidului y-linoleic In seminte. Se estimeaza ca in urmatorii 5-10
ani vor fi elaborate tehnici de transformare eficiente si pentru celelalte specii oleagi-
noase: floarea-soarelui, soia si inul pentru seminte.

O alta grupa de constituenti biochimici cu importanta comerciald o reprezinta
proteinele de rezerva, in special cele bogate in aminoacizi esentiali. De exemplu,
orezul este deficitar in cisteinda, metionina si lizind, orzul si sorgul sunt sarace in
treonina si lizina, porumbul — in lizina si triptofan, iar legumele — in aminoacizi
cu sulf. Pentru ameliorarea valorii nutritive a proteinelor de rezerva se realizeaza
izolarea si transferul unor gene pentru proteinele de rezerva, modificarea secventei
nucleotidice prin inserarea codonilor suplimentari pentru aminoacizii deficitari. O
alta strategie presupune modificarea expresiei genelor astfel incat proteinele care au
un continut mai bogat de aminoacizi deficitari s fie sintetizate preferential. Intrucat
in sinteza multor aminoacizi intervin enzime-cheie reglate feedback, pot fi identifi-
cate gene mutante care codifica enzime insensibile la acest gen de control si astfel
se realizeaza stimularea sintezei aminoacidului respectiv. Prin intermediul acestei
strategii, se incearca ameliorarea continutului de lizina la orez, utilizandu-se o gena
de la Escherichia coli, care codifica o enzima mai putin sensibila la retroinhibitie.

Actualmente, n practica biotehnologiilor agricole existd cinci varietdti cu
compozitia biochimica modificata, noua — cu androsterilitate/ restaurare a fertilitatii
indusa, doua — cu culoarea florilor modificatd si sapte — cu o duratd mai mare de
coacere (tab. 1.8.).

De tehnologia ADN-ului recombinant beneficiaza si industria farmaceutica.
Mai multe laboratoare incearca sa sintetizeze, cu ajutorul plantelor, molecule bioac-
tive, care pana nu demult erau obtinute doar prin intermediul microorganismelor si
celulelor animale. Sistemele microbiene si animale au numeroase dezavantaje lega-
te de costul de producere nalt §i securitate, ceea ce a si stimulat utilizarea PMG in
calitate de instrumente in obtinerea moleculelor farmaceutice: antigene, anticorpi,
factori de crestere, enzime, vitamine, receptorii colinergici, colagen, lactoferina
umand, hemoglobina etc. (Miele, 1997; Fischer si Emans, 2000; Giddings si al.,
2000; Twyman si al., 2003).
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Transgene implicate in modificarea dezvoltarii
si compozitiei biochimice a plantelor

Tabelul 1.8.

Caracterul Genele ,,de interes” | Sursade gene |Nr.de varietiti
Compozitie modificata a constituentilor biochimici
Aminoacizi cordapA, codifica enzima Corynebacterium 1
continut tnalt in lizind dihidrodipicolinat sintaza (¢cDHDPS) | glutamicum
Acizi grasi Genele codificatoare ale: Umbellularia 1
continut tnalt al acidului | tioesterazei californica
lauric §i miristic
continut tnalt al acidului | dehidrogenazei acizilor grasi- delta Glycine max 2
oleic (12)
Continut redus de Gena nicotinat-nucleotid Nicotiana 1
nicotina pirofosforilazei tabacum
Dezvoltare modificata
Androsterilitate/
restaurarea fertilitatii
androsterilitate Genele: ribonucleazei barnaza Bacillus 8
restaurarea feritilitatii Barstar amyloliquefaciens 1
androsterilitate Adenin metilazei ADN Escherichia coli
Culoare modificata Gena flavonoid 3p, Sp hidroxilazei Petunia hybrida, 2
sp. Viola
Cresterea duratei de Genele: Dianthus 1
coacere sintazei acidului 1-amino-ciclopropan | caryophyllus L.
-1-carboxilic
deaminazei acidului 1-amino- Pseudomonas 1
ciclopropan-1-carboxilic (ACCd) chlororaphis
sintazei acidului 1-aminociclopropan- | Lycopersicon 2
1-carboxillic (ACO) esculentum
. . Lycopersicon 2
poligalacturonazei (PG) A
hidrolazei S-adenozilmetioninei E. coli 1
bacteriofagul T3

Perspectivele utilizarii plantelor-biofabrici sunt determinate de un sir de bene-

ficii precum:

-

* productia de materie vegetala este relativ usor de obtinut si ieftina;

* vaccinurile obtinute pot fi pastrate la temperatura mediului ambiant, in
sambalajul lor natural” (fructe, rizomi, tuberculi);

* riscurile contaminarilor virale sau bacteriene asociate utilizarii vaccinuri-
lor produse pornind de la tesuturi umane sau animale sunt eliminate;

* obtinerea moleculelor functionale, cirora le-a fost imbogitit continutul de
substante specifice utile pentru sinatatea consumatorului (vitamine s.a.)
sau pentru anumite utilizari cu caracter industrial (fibre etc.).

o

)
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Un exemplu concret de rezolvare a unei probleme sociale prin intermediul PMG
il reprezinta deficienta in vitamina A, caracteristica pentru mai mult de 124 milioane de
copii din Intreaga lume. Printr-un aport de vitamina A in dietd s-ar preveni anual moartea
a 1,3 - 2,5 milioane de copii mici de varsta prescolara (Mayne, 1996; Grusak, 1999).

Compusii vitaminei A sunt reprezentati de catre retinol, care deriva din -ca-
roten (provitamina A) sintetizat de microorganisme si plante (Cunningham si Gantt
E, 1998). Pentru o nutritie echilibratd in vitamina A, este necesar de consumat zilnic
alimente cu un aport de 1000 echivalenti retinol, ceea ce este egal cu 6 mg de [3-
carotena. Acest fapt, a impulsionat elaborarea diferitor strategii de sporire a conti-
nutului de B-caroten in plante (Guiliano si al., 2000). Pana in prezent sunt obtinute
plante transgenice de orez cu bobul galben, care contine in seminte vitamina A si
fier (30% din populatia globului este afectata de deficitul de fier) ca urmare a modi-
ficarii genetice, ceea ce este important pentru tarile cu populatia saraca, malnutrita.
Orezul galben sintetizeaza B-carotenul nu numai in tesuturile verzi, ci si in seminte,
deoarece in genomul sdu sunt incluse mai multe gene, care codificd enzimele-cheie
ale biosintezei acestui pigment (fitoen sintaza, fitoen desaturaza, caroten disaturaza,
licopen B-ciclaza). Prin transformare genetica s-a reusit majorarea continutului de
B-caroten pana la 200 pg la 100 g material (Sandmann, 2001). In aceeasi specie de
orez a fost introdusa si o gend izolatd de la soia, care codifica feritina — o proteina
ce stocheaza si transportd fierul. Functionarea acestei gene puse sub controlul unui
promotor ,,samanta specificd” a facut sa creasca de trei ori nivelul fierului in bobul
de orez. Date recente au demonstrat utilizarea tehnicii de inginerie genetica si in sin-
teza ameliorata a altor vitamine: C — acidul ascorbic si H — biotina (Patton D, 1997;
Jain si Nessler, 2000; Alban si al., 2000; Conklin, 2001).

Printre alti compusi farmaceutici activi produsi in plante transgenice se enuma-
ra (Kapusta si al., 1999; Stoger si al., 2000 ):

¢ antigene (decarboxilaza acidului glutamic, enterotoxina de la E. coli);

¢ anticorpi (anticorpul monoclonal 1gG (Guy S 13), Herpes simplex MAB,
monocatena FV);

¢ factori de crestere (granulocite — macrofage, factorul de crestere epidermal
uman);

¢ enzime;

¢ alti compusi cu rol terapeutic (receptorii colinergici, colagen, lactoferina
umand, hemoglobina, proteina umana C).
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Capitolul 2. STANDARDIZAREA SI VALIDAREA
INTERNATIONALA

Comercializarea culturilor modificate genetic poate avea un impact profund asu-
pra societatii din punctul de vedere atat al securitdtii alimentare, continutului si valorii
nutritionale fata de cele obtinute prin agricultura traditionald, cat si al implicatiilor
economice. Intrucét in reteaua de marketuri din lume existi din ce in ce mai multe va-
rietdti cu caractere modificate, monitorizarea materialului transgen, chiar si in cele mai
mici cantitati, si identificarea varietatilor modificate genetic vor deveni un imperativ
important in determinarea purittii semintelor, privind lipsa transgenelor in culturile
agricole, inainte de a fi comercializate. O monitorizare eficientd a utilizarii culturilor
biotehnologice aflate astdzi in ascensiune, a securitatii eliberdrii acestora in mediu
este favorizata de accesibilitatea si de transparenta sistemelor informationale privind
transformarea genetica, in special secventele nucleotidice ale alogenelor. Accesul la
materialele de referinta certificate si la datele moleculare a PMG poate contribui la o
cooperare mai stransa a structurilor implicate in activitati cu culturile biotehnologice,
incepand de la producatori, agenti economici, experti in domeniu etc.

Tehnicile de testare a OMG sunt continuu perfectionate In scopul imbunatatirii
fi puternic diminuate de procedura de prelevare si preparare a probelor. De aceea,
pornind de la potentialul impact socio-economic al PMG, este important ca deter-
minarile analitice ale prezentei/ absentei OMG in alimente si produse agricole sa fie
efectuate conform tehnologiilor si standardelor validate la nivel international.

2.1. Culturi agricole modificate genetic

Serviciul International pentru Achizitionarea Aplicatiilor Agricole Biotehnolo-
gice (International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications — ISA-
AA, www.isaaa.org.) publica informatii privind culturile agricole modificate ge-
netic si suprafetele cultivate cu acestea, incepand din anii 1996, cand s-au realizat
primele comercializari ale PMG (in prezent mai des sunt denumite semanaturi bio-
tehnologice). Conform Declaratiei Nr. 35 — 2006, a unsprezecea in seriile anuale, in
anul 2006, considerat primul an al decadei a doua de comercializare (2006 - 2015),
suprafata globala a seméniturilor biotehnologice a continuat si se extinda. In acest
an 22 de tari (11 tari in curs de dezvoltare si 11 tari industriale) au plantat PMG pe
102 mln ha, cu 12 mln ha mai mult comparativ cu suprafata cultivata cu aceste cul-
turi in 2005. Este de remarcat faptul ca suprafetele cultivate cu PMG in primii zece
ani de comercializare au crescut pe scara mondiala mai mult de 60 ori, reprezentand
cea mai rapida dezvoltare a tehnologiilor agricole. In anul 2006, similar primilor
10 ani de comercializare a culturilor MG, SUA ramane a fi lider incontestabil dupa
suprafata ocupatd cu semanaturi biotehnologice (54,6 mln ha, ceea ce reprezinta
53% din suprafata totala a culturilor biotehnologice), urmate de Argentina, Brazi-
lia, Canada, India si China. Alte 16 tari care cultivd PMG sunt enumerate in ordine
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descrescatoare a suprafetelor: Paraguay, Africa de Sud, Uruguay, Filipine, Australia,
Romaénia, Mexic, Spania, Columbia, Franta, Iran, Honduras, Republica Ceha, Por-
tugalia, Germania si Slovacia (fig. 2.1.).

22 DE TARI AU APROBAT CULTIVAREA PLANTELOR

MODIFICATE GENETIC (total - 102 miIn ha, 2006)

6 tari cu cele mai mari P Africa d
suprafete cultivate cu ar;ga“ay rica de 6 tari din UE (1/4 din 25

PMG, mIn ha Sud, 1,4 de tari) min ha

Uruguay Filipine
SUA 54,6 0,4 0,2 0,1 Spania
Argentina 18,0 Australia Romaéinia <0,1 Franta
0,2 0,1
Brazilia - - <0,1 R. Cehi
Mexic Columbia
0.1 0.1 <0,1 Portugalia
Iran Portugalia
<0,1 <0,1 <0,1 Germania

,5

India

A

11,5
Canada 6,1
3,8
3

China 0,1 Slovacia

Figura 2.1. Tarile in care este autorizata cultivarea
plantelor modificate genetic (mln ha)

In prima decadi a comercializarii PMG, raportul dintre suprafata mondiala cul-
tivata cu plante transgenice si cea cultivatd de tarile cu economia slab dezvoltata
indica o crestere in fiecare an. Mai mult de o patrime din suprafatd mondiala de
semanaturi biotehnologice in anul 2006 este cultivata in tdrile in curs de dezvoltare,
inregistrandu-se o crestere cu 21% 1n comparatie cu statele industriale, in care su-
prafetele s-au majorat doar cu 9% (fig. 2.2.).

110
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Figura 2.2. Suprafata cultivatd cu PMG de tarile cu economie
slab dezvoltata si de tarile industriale
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Tendinta continua de cultivare si utilizare a PMG de cétre cele cinci tari in curs
de dezvoltare de baza: China, India, Argentina, Brazilia si Africa de Sud, care repre-
zinta partea de sud a trei continente (Asia, America de Sud si Africa) influenteaza
deciziile de viitor in ce priveste acceptarea si dezvoltarea pe scara mondiald a cul-
turilor biotehnologice. Se considera ca acest ritm considerabil de extindere a PMG
reprezintd doar unul din scopurile programului ,,Millennium Development Goal” de
a micsora nivelul de saracie pe glob cu 50% pana in anul 2015.

In prima decada de cultivare a PMG, rezistenta la erbicide a fost caracteristica
principala, urmata de rezistenta la insecte si de rezistenta combinatd la erbicide si la
insecte. In anul 2006, culturile rezistente la erbicide (soia, porumbul, rapita si bum-
bacul) ocupau 68% din cele 102,0 mIn ha cu plante transgenice, culturile Bt — 19%,
iar varietatile cu caractere combinate — 13% (fig. 2.3. C). Acestea din urma repre-
zintd aga-numitul grup caracteristic, care creste cel mai repede, fiind inregistrata in
anii 2005-2006 o crestere cu 30%, fata de 10% pentru rezistenta la erbicide si 17%
pentru rezistenta la insecte. Primul produs combinat (2-3 gene) a fost porumbul,
care a aparut prima data in anul 2005 in SUA.

Soia transgenica continua sa predomine in grupul celor patru culturi MG, care
ocupd cele mai mari suparfete, fiind cultivatd pe 58,6 mln ha (57% din suprafata
mondiald a PMG), urmata de porumb — 25,2 mln ha, bumbac — 13,4 mln ha si rapita
—4,8 min ha (fig. 2.3. Asi B).
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Figura 2.3. Principalele culturi biotehnologice, ISAAA, 2006
A — Principalele state care cultivd PMG
B, C — Ponderea culturilor MG
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In anul 2006, pe piata din SUA a aparut o noua cultura biotehnologica rezis-
tentd la erbicidul Roundup Ready — lucerna. Este prima plantd multianuald mo-
dificata genetic, care din primul an de cultivare a ocupat 5% din toata suprafata
ocupata cu lucerna. O alta cultura rezistenta la erbicide, aparuta in anul 2006, este
bumbacul RR Flex. De asemenea, tot in acest an, in China a fost recomandata
pentru cultivare papaia rezistenta la virusuri, care a fost obtinuta in laboratoarele
nationale ale acestei tari.

Se estimeaza ca in viitorul apropiat majorarea autorizatd a suprafetelor ocupate
cu PMG cu caractere combinate in tarile industriale, considerate ,hectare carac-
teristice” de semanaturi biotehnologice, va continua proportional cu introducerea
de particularitati noi, combinate astfel incat sa fie obtinuta o valoare superioara in
conformitate cu cerintele diferite ale consumatorilor si producatorilor, care solicita
alimente si furaje mai nutritive si sdnatoase la preturi acceptabile.

De asemenea, se considera ca ritmul de expansiune a suprafetelor ocupate cu
PMG, observat in prima decada a comercializarii, de la anul 1996 pana la 2005, va
continua si probabil va fi depisit in cea de a doud decadi — de la 2006 la 2015. In
aceste conditii, respectarea unei administrari responsabile Tn conformitate cu legis-
latia in domeniu trebuie sa fie continuatd, mai ales in tarile de sud unde, conform
estimarilor facute de grupul de lucru ISAAA, expansiunea suprafetelor cultivate cu
PMG se va realiza rapid.

in anul 2007, suprafata culturilor MG a continuat si creasci (cu 12% sau 12,3
mln ha), constituind astfel 114,3 miIn ha. Odata cu majorarea suprafetelor culturilor
biotehnologice, a crescut si numarul de tari care au cultivat OMG. Asfel, in 2007
OMG au fost cultivate de 23 de tari, dintre care 12 state sunt in curs de dezvoltare.
Desi incepand cu data de 1 ianuarie 2007, Romania a renuntat la cultivarea comerci-
ala a soiei modificate genetic, a autorizat insa pentru cultivare porumbul transgenic,
suprafata ciruia in anul 2007 a constituit 0,05 mIn ha. In 2007 sa cultive OMG au
inceput Chile si Polonia, ultima cultivand porumb Bt. Tot in aceasta perioada, a fost
inregistrat un numar record de fermieri (peste 50 mln), care au acceptat cultivarea
culturilor biotehnologice. Principalele culturi MG raman a fi porumbul, soia si bum-
bacul (www.isaaa.org ). Conform ISAAA, viitorul culturilor MG va fi in ascensiune,
intre 2006-2015 prognozandu-se dublarea suprafetelor si a numarului de state care
le vor cultiva.

2.2. Strategii de inregistrare si stocare a informatiei privind
PMG in bazele de date

Existd mai multe baze de date si site-uri on-line (ISAAA, OECD Biotechno-
logy Product, AGBIOS, hch.biodiv.org etc.), care contin informatii privind plantele
modificate genetic, cadrul de legi si documente legislative utilizate in reglementarea
PMG, evenimente noi privind activititile legate de PMG etc. Insd nu toate bazele
de date ofera o informatie deplind privind planta modificatd genetic, caracteristica
moleculard a constructului genetic, raportul de evaluare a securitatii introducerii in
mediu a varietdtii MG fie in agriculturd, alimentatie sau ca furaj. Transparenta infor-
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mationala este necesard, deoarece nu toate varietatile modificate genetic sunt inre-
gistrate la nivel international. Aceasta situatie creeaza probleme pentru autoritatile
de inspectare 1n ceea ce priveste siguranta ca materialul modificat genetic neautori-
zat nu patrunde pe piatd, fie ca constituenti ai furajului si produselor alimentare, fie
ca impuritati in reteaua alimentara. Prin urmare, trebuie sa fim capabili sa distingem
organismele modificate genetic de cele nemodificate genetic si de a determina daca
materialul transgen este autorizat.

Testele utilizate in detectia, identificarea si cuantificarea materialului modificat
genetic se selecteaza in functie de informatia existenta. O informatie mai mult sau
mai putin detaliata privind alogenele inserate este oferita de site-ul USDA/APHIS
(http://www.aphis.usda.gov/). De asemenea, o prezentare generala a OMG si a sta-
tutului de aprobare poate fi gasitd in baza de date OECD Biotechnology Product
(http://www.olis.oecd.org/bioprod.nsf) si Canadian AGBIOS (http://www.agbios.
com/dbase.php). Cu toate acestea, nu pentru toate varietatile sunt specificate sec-
ventele insertiilor genetice, ceea ce este dificil de determinat. Unul din motivele
lipsei de transparentd se considera a fi faptul c@ secventele reprezintd proprietatea
companiei care a produs varietatea modificata genetic si de aceea informatia privind
secventele nu este disponibild in mod obignuit.

Analiza PMG se realizeaza prin identificarea secventei de nucleotide inserate,
a produsilor expresiei transgenei, a expresiei fenotipice a caracterului nou, a marke-
rilor-screening etc.

In testarea OMG pot exista doua situatii (fig. 2.4.).

I PRINCIPIU DE SELECTARE A TESTELOR .
| PRIVIND OMG
Se cunoaste informatia — = = —
despre secventele Se uflllz.eaza teste §pfec1ﬁce calitative/ >>
y cantitative de analizi a OMG

inserate

Se determini prezenta/ lipsa OMG
prin PCR cu primerii-screening (35S
<< Nu se cunoaste CaMV, NOS, nptll)

informatia despre

secventele inserate Se identifica prin PCR, cu utilizarea
primerilor arbitrari in combinatie cu
primerii-screening

Figura 2.4. Principiu de selectare a testelor de analizd a materialului MG

Conform bazei de date AGBIOS, sunt in total 122 de varietati de plante, ob-
tinute prin tehnici ale biotehnologiei contemporane, care sunt autorizate de catre
diferite tari si organizatii internationale, precum Organizatia pentru Cooperare Eco-
nomicd si Dezvoltare (Organization for Economic Cooperation and Development
— OECD) (tab. 2.1.).
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Tabelul 2.1.

Varietiti obtinute prin tehnicile biotehnologiilor moderne
(conform bazei de date AGBIOS)

Specia Varietatea Producatorul Caracterul
Agrostis ASR 368 Scotts Seeds Toleranta la glifosat
stolonjera

Beta vulgaris

GTSB77; H7-1; T120-7

Novartis Seeds;
Monsanto

Toleranta la glifosat

Brassica
napus

23-18-17,23-198; 45A37, 46A40;
46A12, 46A16; GT200; GT73,
RT73, HCN10, HCN92, MS1,
RF1=>PGS1, MS1, RF2 =>PGS2,
MS8xRF3, NS738, NS1471,
NS1473, 0XY-235 PHY 14,
PHY35, PHY36; T45 (HCN28)

Pioneer Hi-Bred
International Inc.,
Aventis CropScience;
Bayer CropScience.

Continut inalt de

acid oleic si linoleic,
tolerantd la glifosat,
androsterilitate,
tolerantd la bromoxinil

Brassica rapa

HCR-1; ZSR500/502

Bayer CropScience;
Monsanto

Toleranta la
glufosinatul de amoniu

Carica papay | 55-1/63-1 Cornell University Rezistenta la virus
Chichorium | RM3-3, RM3-4, RM3-6, Bejo Zaden BV Androsterilitate,
inthybus rezistenta PPT
Cucumis melo | A, B Agritope Inc. Supresia sintezei
etilenei
Cucurbito CZW-3, ZW20 Asgrow (USA), Rezistenta la virusuri
pepo Seminis Vegetable Inc., [ (CMV, ZYMV, WMYV)
Upjohn (USA)
Dianthus 4,11, 15, 16, 66; 959A, 988A, Florigene Pty Ltd. Toleranta la
caryophyllus | 1226A, 1351A, 1363A, 1400A sulfoniluree, culoare
modificata, sinescenta
intarziata
Glycine A2704-12, A2704-21, 5547-35, Aventis CropScience, Toleranta la
max L. A5547-127; G94-1, G94-19, Bayer CropScience, glufosinatul de
G168, GTS 40-3-2; GU262; DuPont Canada amoniu si glifosat,
MONZ89788; OT96-15; W62, Agricultural products, continut inalt de acid
W98 Monsanto, Agriculture | oleic
& Agri-Food Canada
Gossypium 15985, 19-51A, 281-24-236, Compania Monsanto, Rezistenta la insecte,
hirsutum 3006-210-23; 31807/31808, DuPont Canada resistenta la insecte
BXN; COT102, COT102, DAS- | Agricultural Products, si tolerantd la
2110123-5 x DAS-24236-5, DOW AgroSciences bromoxinil, toleranta
DAS-2111123-5 x DAS-24236-5 | LLC, Calgene Inc., la glufosinatul de
x MON-I111445-2, MON- Syngenta Seeds, Inc., amoniu, toleranta la
[IIII531-6 x MON-1111445- Pioneer Hi-Bred glifosat
2, MON-15985-7xMON- International Inc.,
1111445-2; MON1445/1698 Bayer CropScience;
MON15985xMON88913;
MONS531/757/1076, MON88913
Linum FP967 University of Metabolism modificat
usitatissimum Saskatchewan, Crop
Dev. Centre
Lycopersicon | 1345-4,351 N, 5345, 8338, B, DNA Plant Technology | Coacere intarziata,
esculentum Da, F, FLAVR SAVR Corporation, Agritope | rezistentd la

Inc., Monsanto, Zeneca
Seeds, Calgene Inc.

lepidoptere,
caracteristici
agrotehnice
imbunatatite
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Medicago J101, J163 Monsanto and Forage Toleranta la glifosat
sativa Genetics International
Nicotiana C/F/93/08-02; Vector 21-41 Société Nationale Continut redus de
tabacum d’Exploitation des nicotind
Tabacs et Allumettes;
Vector Tobacco Inc.
Oryza sativa CL121, CL141, CFX51; BASF Inc., Aventis Toleranta la
IMINTA-1, IMINTA-4; CropScience; Bayer imidazolina, toleranta
LLRICEO6, LLRICE62; CropScience la glufosinatul de
LLRICE601; PWC16 amoniu
Solanum ATBTO04-6, ATBT04-27, Monsanto Rezistenta la gandacul
tuberosum L. | ATBT04-30, ATBT04-31, de Colorado
SPBT02-5, SPBT02-7; BT6,
BT10, BT12, BT16, BT17, BT18
Triticum MON71800 Monsanto Toleranta la glifosat
aestivum
176; 676, 678, 680; ACS- Syngenta Seeds, Inc., Rezistenta la insecte,
ZMIIII3-2 x MON-IIIIS1I- | Pioneer Hi-Bred, androsterilitate
6, B16 (DLL25); BT11 International Inc., si tolerantd la
X4334CBR, X4734CBR), CBH- | Bayer CropScience, glufosinatul de
351, DAS-06275-8; DAS-59122- | Dekalb Genetics amoniu, modificarea
Zea mays 7; DAS-59122-7 x NK603, Corporation, DOW continutului in
DAS-III151117-1 x MON- AgroSciences LLC, aminoacizi
LIIII6I113-6, DBT418; GA21; Monsanto
LY038; MIR604; MONS80100;
MON802; MON809; MONS810;
MONS832; MS6; NK603; T14,
T25; TC1507

Prin intermediul acestei banci de date se pot obtine informatii referitoare la
varietatea modificata genetic, compania producatoare, tara si anul cand a fost apro-
bata, domeniul de utilizare, securitatea introducerii acesteia in mediu, caracteristica
modificarii genetice, insa fard a prezenta secventa nucleotidica a alogenelor pentru
a utiliza teste specifice de identificare a transgenelor (fig. 2.5.).

Dosarul de notificare a unei varietati modificate genetic, inaintat spre aprobare
de catre institutiile abilitate, privind eliberarea deliberatd in mediu a OMG, trebuie
sd contind toatd informatia necesara, inclusiv tehnicile de detectie si identificare a
plantelor MG. Suplimentar, se cer informatii privind modificarea genetica in scopul
elaborarii unor registre, care pot fi utilizate in detectia si identificarea produselor
OMG pentru a facilita controlul acestora. Astfel, informatia despre OMG aprobate
devine accesibila din dosarele de notificare si este inclusa ulterior intr-o baza de date,
unde se stocheaza datele despre cele mai relevante secvente genetice a PMG. Co-
misia Europeana in cadrul Centrului de Cercetare Comun (European Commission’s
Joint Research Center’s — JRC) si Institutul Federal German pentru sanatate si Pro-
tectia Consumatorilor (BGVV) dispun de aceasta baza de date.
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Medicago sativa . L.
Event Company Description

Monsanto Glyphosate herbicide tolerant alfalfa (lucerne) produced by
Company and inserting a gene encoding the enzyme 5-enolypyruvylshikimate-
Forage Genetics 3-phosphate synthase (EPSPS) from the CP4 strain of
International Agrobacterium tumefaciens.

MON-III1I1-8, MON-1II163-7 (J101, J163)
Host Organism / Variety = Medicago sativa (Alfalfa)

Trait Glyphosate herbicide tolerance.

Trait Introduction Method  Agrobacterium tumefaciens-mediated plant
transformation.

Proposed Use Production of forage (herbage) for livestock

feed. This material will not be grown outside
the normal production areas for alfalfa.

Company Information Monsanto and Forage Genetics International
Summary @I Introduced Genetic Elements
Code Name Ype romoter, other Terminator Copies |Form
CP4  S-enolpyruvylshikimate- HT  enhanced Figwort Mosaic Virus | P. sativum (pea) 1 functional  Native
epsps  3-phosphate (FMV) 358; petunia HSP 70 5°  ribulose-1,5-

synthase (Agrobacterium untranslated leader sequence bisphosphate

tumefaciens CP4) chloroplast transit peptide from = carboxylase small

A. thaliana EPSPS gene (CTP2) subunit E9 gene

Characteristics of Medicago sativa (Alfalfa)
Donor Organism Characteristics

Latin Name Gene Pathogenicity
Agrobacterium CP4 EPSPS  A. tumefaciens is a common soil bacterium that is responsible
tumefaciens strain CP4 for causing crown gall disease in susceptible plants. There have
been no reports of adverse affects on humans or animals.
Center of Origin Reproduction Toxins Allergenicity
Asia Minor, Outcrossing, insect-pollinated (bees). Saponins, such as No known
Transcaucasia, Hybridizes with members of the M. sativa medicagenic acid, endogenous
Turkmenistan, and | complex; limited hybridization with M. which cause bloat in allergens
Iran glomerata. Seed dormancy variable, depending | ruminants; coumestrol
on amount of hard seed. and coumestan,

phytoestrogens, which
can cause reproductive
problems in livestock.

Characteristics of the Modification = Environmental Safety Considerations

Summary ofRegulatory Approvals> Food and/or Feed Safety Considerations
Country | Environment| Food and/or Feed Food Feed Marketing

Australia 2006

Canada 2005 2005 2005

Japan 2006 2005 2006

Mexico 2005

Philippines 2006 2006

United

States 2004

Figura 2.5. Un exemplu de prezentare schematica a informatiei privind
varietatea modificata genetic in baza de date AGBIOS

http://www.agbios.com/dbase.php

Conform informatiei din baza de date COMPASS (/it1p.//www.gmo-compass.
org/eng/gmo/db/), optzeci si opt de varietati MG sunt aprobate sau au fost Tnaintate
dosare spre aprobare de catre UE pentru utilizare in alimentatie si furaj. De aseme-
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nea, este stocatd si informatia privind produsele alimentare si furajele care contin
material modificat genetic aprobat de UE. Spre deosebire de baza de date AGBIOS,
aceasta baza include secventele-primeri specifice, care permite identificarea varieta-
tii modificate genetic aprobate (fig. 2.6.).

I MAIZE Event Company Trait

Scope
EEE N 865 D) Monsanto Insect resistance HE

ID-Number: MON-@0863-5; MON-Q@863-5 x MON-O0810-6

C

Valid authorisa&éﬁ,ﬁ o

g Presented in, v Germany 2002,
‘S Date, Legislation = The application was submitted according to directive 2001/18 (Import and feed), and
% according the ElNovel Food regulation (258/97).
£ Scope of notification Import in the EU; Grain as feed, food; BlSummary of application
= National authority First examination by the responsible authority in Germany. TlAssessment Report
“E’ Scientific report of the EFSA for the safety assessment on April 2nd, 2004.
% EFSA opinion Conclusion: MON863 is safe as conventional maize. &Brief description;
? BEFSA: Scientific Opinion (258/97);  EFSA: Scientific Opinion (2001/18) ,
Import and feed Import and use as feed (after 2001/18) were approved by decision of the EU
commission on August 8th, 2005. TICommission Decision
Status The commission has presented a proposal for a decision to approve food from
MONS863. TProposal for a decision
g
-2 Food Use as food were approved by decision of the EU commission on January 13th, 2006.
'S Conditions or Labelling and traceability: According to legal regulations. Post-market monitoring: Not
A  restrictions _apprepriate——
Autorisation (" Method of detection; the full method reports will be made available after authorisation
Expiration date “process has beencompleted.

Community Reference Laboratory for GM Food and Feed
v 07/08/2015 for feed; t" 12/01/2016 for food

Status-of dossiers, CRL validation processes, Detection methods validated in support to
i (notifications submitted under Directive 2001/18/EC;
cnl “Elick here to access to the detection methods submitted under Art 47 of Regulation EC 1829/2003

EUROPEAN COMMISSION , DIRECTORATE GENERAL JRC,
COMMUNITY REFERENCE LABORATORY FOR GM FOOD AND FEED

Event |Unique Applicant |Status/Progress |Reports Validated Method
identifier E—————

Mon863 IMON-00863-5 |Monsanto |Validation v N Validated method

Maize completed TPublLshEL@;lb/—GZfZOOS Published on: 16/02/2005

Event-specific method for the quantitation of maize line MON 863 using real-time PCR

Method development: Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences (only for the PCR part)

Method validation: Joint Research Centre — European Commission Biotechnology & GMOs Unit
4.3. Primers and Probes

Name Oligonucleotide DNA Sequence (5’ to 3°)
GMO target sequence
MONB863 F/MONS863 R GTAGGATCGGAAAGCTTGGTAC/TGTTACGGCCTAAATGCTGAACT
MONB&63 probe 6-FAM- TGAACACCCATCCGAACAAGTAGGGTCA- TAMRA
Reference gene target sequence
Adhl F/Adhl R CCAGCCTCATGGCCAAAG/CCTTCTTGGCGGCTTATCTG
Adhl probe 6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA

Figura 2.6. Un exemplu de prezentare a informatiei privind
varietatea modificata genetic in baza de date COMPASS
http://www.gmo-compass.org/eng/gmo/db/
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O alta relevanta baza de date privind OMG este portalul BCH (The Biosafety
Clearing-House), care reprezintd un mecanism al activitatii Protocolului de la Car-
tagena privind Biosecuritatea. Pe site-ul oficial al BCH (www.http://bch.chd.int/),
accesibil in sase limbi, sunt reflectate aspectele stiintifice, legale si informationale
legate de securitatea biologicd si OMG (fig. 2.7). BCH este o parte componentd a
UNEP (United Nations Environment Programme, ///p://www.unep.org/ "), care are
menirea de a promova la nivel global relatiile de parteneriat si de informare inter-
nationale in diferite domenii ecologice si de mediu, inclusiv cea a biosecuritatii
(http://www.unep.org/biosafety/ ). Pe pagina BCH este prezenta informatia despre
registrul OMG, registrul transgenelor si elementelor transgenice (promotori, termi-
natori, gene marker), incluse in OMG, sistemul automatizat de cautare a liniilor de
OMG si codurile unice de identificare a fiecarie varietati de OMG in parte (fig. 2.8.).
De asemenea, pe site este prezentata lista tarilor care sunt membri ai BCH si toata
informatia adiacentd, inclusiv Republica Moldova.
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Figura 2.7. Pagina principald WEB a portalului BCH www. /ittp://bch.cbd.int/

Cu scopul implementarii prevederilor Protocolului de la Cartagena, Programul
Natiunilor Unite pentru Mediu (UNEP) si Fondul Global de Mediu (GEF) acorda asis-
tentd tehnica Guvernului Republicii Moldova in vederea consolidarii eforturilor intru
crearea unui sistem national de securitate biologica. Ca parte componenta a Proiectu-
lui UNEP-GEF ,,Dezvoltarea Cadrului National de Biosecuritate in Republica Mol-
dova”, care face parte din Proiectul Global pentru dezvoltarea cadrelor nationale de
biosecuritate in mai mult de 100 de tari si cu menirea de a contribui la implementarea
Protocolului de la Cartagena la nivel national, a fost elaborat si implementat proiec-
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tul UNEP-GEF ,,Dezvoltarea Capacitatilor pentru Participarea Efectiva la Mecanis-
mul de Schimb de Informatii pentru Biosecuritate” (2005-2006). Acest proiect a avut
scopul de a implementa Mecanismul Schimbului de Informatie pentru Biosecuritate
(MSIB), stabilit prin Protocolul de la Cartagena, in Republica Moldova (fig. 2.9.).

Bs General Information Un]que |dentlflcat10n = MON'8®2®Q'7

Sl

{

Record information and status

Record ID 14786

Status Published

Date of creation 2006-06-05 19:39 GMT (kirsty.mclean@biodiv.org)
Date of last update 2006-06-21 18:59 GMT (kirsty.mclean@biodiv.org)
Owner kirsty.mclean@biodiv.org

Contacts
—. . Monsanto

@5 yri: Monsanto Homepage (Record #14925)
[ !

Name and identity of the living modified organism YieldGard™ Maize

Unique identification of the living modified organism MON-8323@-7

Recipient organism or parental organisms

‘!i Zea mays - Maize, Corn (Record #246)
-

LMO information

Transformation event MON802

. Techniques used for modification Biolistic methods=

Gene inserts

& crylA(b) - Lepidoptera resistance = (Record #14985)
:\4‘;-'5 Donor organism: Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

cp4 epsps - Glyphosate tolerance = (Record #14979)
Donor organism: Agrobacterium tumefaciens strain CP4

G

£ 9ox - Glyphosate tolerance =* (Record #14998)
_n“‘i“r Donor organism: Ochrobactrum anthropi
« nptll - Kanamycin resistance =/ (Record #15001)
& Donor organism: Escherichia coli

Figura 2.8. Un exemplu de prezentare a informatiei privind
varietatea modificati genetic in baza de date BCH
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Figura 2.7. Niveluri de reglementare a politicii biosecuritatii
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MSIB a fost stabilit ca un mecanism international pentru informarea tuturor Par-
tilor Protocolului despre utilizarea casnica si plasarea pe piatd a OMGe-rilor, despre
miscarea transfrontaliera pentru uzul direct ca hrana sau furaj, sau pentru prelucrare;
pentru facilitarea schimbului stiintific, tehnic, ecologic si legal al informatiei si expe-
rientei cu privire la OMG si pentru promovarea si facilitarea constientizarii, educatiei
si participdrii publicului cu privire la transfer, pastrare si utilizare a OMG-rilor.

Intru sustinerea acestor eforturi, a fost elaborat Portalul de biosecuritate in
Republica Moldova (www.biosafety.md). Pe aceastd pagind, se poate accesa toatad
informatia privind promovarea politicii de biosecuritate in Republica Moldova, pro-
blema OMG si testarea acestora, registrul organismelor transgenice etc. La proiec-
tarea si crearea portalului national al biosecuritatii in Republica Moldova s-a tinut
cont de un sir de factori, printre care:

e recomandarile portalului www.bch.biodiv.org;
accesibilitatea si performanta constrangerilor software alese;
o portabilitatea pe diferite sisteme de operare sau navigatoare Internet etc.

In acest sens, strategia care a fost implementata pentru procedurile de admi-
nistrare a structurii §i continutului portalului consta in utilizarea la maximum a pa-
ginilor interactive prin intermediul cérora se asigura crearea dinamica a structurii
locatiei si administrarea facila a continutului. Informatia din cadrul portalului nati-
onal de biosecuritate este structuratd pe categorii. Categoriile sunt prezentate prin
intermediul unui meniu arborescent aflat in partea stdnga a portalului. Principalele
categorii sunt:

» Biosecuritatea — contine informatii generale privind Biosecuritatea. Prin
aceasta categorie, utilizatorul poate obtine informatii despre Conventia privind Bio-
securitatea, Cadrul national, Comisia nationala si Legea privind Biosecuritatea.

e Managementul informational — contine informatii despre Portalul central,
Reteaua Nationala BCH, Registrul experti, precum si informatii despre instruirea
on-line. De asemenea, aici se pot obtine informatiile introduse de principalele insti-
tutii-partenere.

o Cadrul institutional — contine informatii despre autoritatea nationala, insti-
tutiile-partenere, comisia nationala, punctul focal, oficiul Biosecuritate, precum si
informatii ce tin de parteneriatul international.

e Cadrul legislativ — contine informatii ce tin de aspectele legislative: politici
si strategii, legislatia nationala, acte normative, tratate si legislatie internationale.

¢ Cadrul normativ — contine informatii referitoare la decizii si rapoarte, proce-
duri operationale, Registrul National de OMG, notificari.

o Informatii utile — contine link-uri catre Capacitati institutionale, Testare
OMG, Cercetari biotehnologice, Publicatii, Resurse publice, Evenimente, Referinte
utile si Galerie Foto.

* Baza de date OMG — pentru gestionarea Organismelor Modificate Genetic,
in Republica Moldova a fost elaborat un modul separat. Modulul dat are ca scop asi-

cde wg

tuturor OMG inregistrate in Republica Moldova.
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Informatia din cadrul portalului este prezentata in trei limbi: romana, engleza si
rusd. De asemenea, portalul i registrul OMG ofera informatii intr-o maniera organiza-
ta si, totodata, sunt accesibile fara nici o restrictie, fiind oferite gratuit publicului larg.

2.3. Laboratoare acreditate pentru testarea OMG

In ultimii ani au fost elaborate si aprobate la nivel international si local un numar
mare de legi si directive privind reglementarea activitdtilor de obtinere, transport,
comercializare si analizd a OMG. Atat marile companii biotehnologice, autoritatile
abilitate Tn monitorizarea si controlul produselor biotehnologice, cat i consumatorii
au avut si continua sa aiba unele divergente legate de aspectul analitic al acestor re-
glementari. Din aceste considerente, in decembrie 2002 la Bruxelles a fost inaugura-
ta Reteaua Europeand a Laboratoarelor de Analiza a OMG (The European Network
of GMO Laboratories — ENGL), care reprezintda o platforma unica de activitate a
expertilor din UE in scopul dezvoltarii, armonizarii si standardizarii mijloacelor si
metodelor pentru prelevarea probelor, detectia, identificarea si cuantificarea OMG
si a produselor derivate din acestea intr-o gama larga de matrici, incluzand seminte,
alimente, furaj si probe din mediu. Aceasta retea de laboratoare la momentul actual
include peste 100 laboratoare, care reprezinta cele 27 de state membre UE, inclusiv
Norvegia. De asemenea, la Intrunirile acestei organizatii participd si alti membri din
tarile candidate la UE in calitate de observatori independenti. Acestia sunt delegati
de autoritatile nationale abilitate in domeniul activitatilor cu OMG. Site-ul oficial al
ENGL http://engl.jre.it/designated.htm ofera informatii privind laboratoarele care
fac parte din aceasta retea.

Responsabilitatea pentru organizarea si managementul acestei retele de labo-
ratoare revine diviziunii (Unitétii) de biotehnologie si OMG (Biotechnology and
GMOs) a JRC (Joint Research Centre) in cadrul Institutului pentru Sanatate si Pro-
tectia Consumatorului (Institute for Health and Consumer Protection). Scopul de
baza in activitatea comisiei constd, pe de o parte, in dezvoltarea unei comunitati
biotehnologice europene competitive bazata pe un cadru legislativ sever si pe incu-
rajarea transparentei $i a comunicarii cu publicul, pe de alta parte.

Principalele activitati ale acestui grup de laboratoare autorizate in analiza OMG sunt:

o claborarea metodelor, optimizarea si ulterior validarea internationala a
acestora,

e propunerea unor strategii pentru prelevarea probelor intr-o gama larga de
matrici, incluzand seminte, alimente, furaj si probe din mediu pentru anali-
za celor mai mici cantitati de material MG,

o claborarea materialelor de referinta adecvate utilizate in calitate de control
in testele analitice. Schimb de informatii privind datele experimentale cu
structurile implicate in activitdtile de control.

Din 2004, Centrul de Cercetare Comun (JRC) in colaborare cu ENGL asigura
suportul informational si material pentru Laboratorul de Referinta Comunitar pentru
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Alimente si Furaj MG (Community Reference Laboratory for GM Food and Feed)
in activitdtile ce tin de validarea metodelor analitice de cuantificare a OMG care
sunt aprobate spre comercializare.

Existd un numar mare de laboratoare, care ofera servicii de analizd a OMG,
cele mai recunoscute fiind: Genetic ID (SUA), Eurofins/ GeneScan (Franta), SGS/
Inst. Fresenius si CONGEN (Germania) etc.

Conform tehnicilor de testare, aprobate la nivel international, testarea OMG
include trei etape de analiza (fig. 2.10.):

Proba de cercetat

Extragerea ADN-ului

I. Detectia OMG
(screening)

Pozitiv Negativ

l

Lipsa OMG

I1. Identificarea OMG
(test pentru OMG aprobate)

Pozitiv Negativ

!

OMG neautorizate

II1. Cuantificarea OMG
(analiza individuali a ingredientelor)

Mai mult de 0,9% Mai putin de 0,9%
Etichetarea OMG Neetichetarea OMG

Figura 2.10. Prezentare generala a procedurii standard pentru detectia,
identificarea si cuantificarea OMG
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4 Detectia — constatarea prezentei/ lipsei elementelor transgenice (secventa )
codificatoare sau secventele de reglare — promotor sau/ si terminator) in geno-
mul plantei. Pentru detectia PMG se recurge la un screening general bazat pe
analizele PCR, utilizandu-se primeri pentru secvente ADN frecvent utilizate in
transformare. Aceste secvente sunt promotorul 35S (CaMV), secventa termi-
nator nos (Agrobacterium tumefasciens) si gena-marker NPTII (rezistenta la
kanamicind). Detectia PMG pe baza promotorului 35S poate fi utilizata numai
la plantele care nu sunt infectate natural cu virusul mozaicului conopidei (cau-
liflower mosaic virus) in scopul excluderii rezultatelor fals-pozitive.

Identificarea — se identifica transgenele / elementele genetice modifica-
te genetic prin PCR cu utilizarea primerilor specifici (de ex., transgene cry,
epsps, bar/pat).

Cuantificarea — se determind continutul elementelor modificate genetic
in proba. In acest caz se apeleazi la metoda Real-time PCR (ADN) sau ELISA
K(proteme).

)

Conform Reglementarii (EC) Nr. 1830/2003, produsul contine OMG sau produse
rezultate din astfel de organisme atunci cand continutul materialului genetic modificat
este mai mare de 0,9%, iar pentru seminte — 0,3-0,7%, din masa totald a produsului
(http://projects 2004.jrc.cec.eu.int). De exemplu, pentru lotul de seminte de rapita si
bumbac, limita admisibila a cantitatii OMG este 0,3%, pentru tomate, sfecla, cicoare,
porumb si cartof — 0,5%, soia — 0,7% si 0% in cazul culturilor neautorizate.

Eficienta si calitatea analizelor de detectie, identificare si cuantificare a materi-
alului modificat genetic, precum si a evaluarii complexe a transgenelor sub aspectul
riscurilor pentru sdnatatea umana si mediu de catre experti se realizeaza in baza
informatiei cunoscute. De aceea se considera ca in cadrul unui laborator de testare
a OMG trebuie sa existe o baza de date, necesare pentru efectuarea testarii OMG
si evaluarii riscului determinat de acestea. O astfel de bazd de date poate include
urmatoarele compartimente:
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\§

LISTA ORGANISMELOR MODIFICATE GENETIC

*  OMG aprobate de catre UE si la nivel international (SUA, Canada, Argentina etc.).
+ Tarile, suprafetele cultivate cu PMG, productiile inregistrate (tone, %) pe ani.
» Companiile care desfasoara activitati cu OMG sau a produselor obtinute din aceste organisme.

INFORMATIA PRIVIND ORGANISMELE NON-TRANSGENICE (RECEPTOR) )

» Denumirea completa (latina, sinonime); clasificarea taxonomica.

* Modul de reproducere (durata unei generatii; compatibilitatea sexuala cu alte specii de plante
salbatice).

» Supravietuirea (abilitatea de a forma structuri pentru supravietuire sau latenta).

+ Diseminarea (cdile si gradul de diseminare) si distributia geografica.

+ Interactiuni semnificative potentiale ale organismului cu alte organisme din ecosistem; informatii
despre efectele toxice asupra oamenilor, animalelor si altor organisme. )

-

INFORMATII PRIVIND DETECTIA SI IDENTIFICAREA OMG )
» Documentele internationale care reglementeaza testarea OMG.
+ Laboratoarele de testare a OMG si companiile care produc si comercializeaza kit-uri de detectie/
analize OMG.
+ Tehnici de detectie si identificare a PMG (PCR, analiza Southern/ Western, ELISA, autoradio-
grafie, teste fenotipice).
» Markeri utilizati pentru screeningul OMG in mediu.
« Utilaj, echipament analitic, care asigura calitatea efectuarii testelor. )

INFORMATII PRIVIND ORGANISMELE MODIFICATE GENETIC R

+ Caracterele noi (,,de interes”), obtinute prin tehnicile ADN-ului recombinant, inclusiv genele
care determina aceste caractere. Descrierea caracterelor care au fost induse sau modificate (beneficii
obtinute, avantaje).

* Modificarea genetica si secventele inserate (metodele de transformare; marimea, structura si
localizarea insertului, numarul de copii si nivelul de expresie a insertului).

* Deosebirile existente intre PMG si planta nemodificata (fenotip, reproducere, diseminare,
supravietuire).

 Informatii despre posibilele efecte asupra mediului in urma introducerii PMG (transferul potential de
material genetic de la PMG la alte organisme; efecte toxice/ daundtoare asupra sanatatii umane si mediului.
+ Interactiuni semnificative potentiale intre PMG si organismele-tinta $i non-tinta. )

EVALUAREA RISCURILOR h

+ Informatii privind evaluarea sigurantei produsilor rezultati din modificarea genetica pen-

tru sdnatatea umana (proteinele toxine cunoscute, teste standard de evaluare a digestibilitatii,

a potentialului alergen al proteinei modificate, stabilitate la digestie pe modele de digestie
gastrointestinala la mamifere; concentratia proteinei in alimente).

+ Verificarea echivalentei in substante a PMG cu planta nemodificata (proteine, glucide etc.).

+ Impactul potential asupra mediului (evaluarea impactului asupra mediului — pozitiv/ negativ;
mare/ redus).

* Modificarea competitivitatii (persistenta, invazivitate), probabilitatea producerii fluxului genic si
interactiunile cu organismele vizate/ nevizate.

J
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2.4. Norme si legi ce reglementeaza testarea OMG

Politica si legislatia internationala privind organismele modificate genetic de-
vin tot mai restrictive si mai transparente. Identificarea, detectia si cuantificarea
OMBG trebuie sa se realizeze conform unor standarde autorizate.

Comitetul European de Standardizare (CEN, www.cenorm.be) prin CEN/TC
275, Food analysis — Horizontal methods, in colaborare cu Organizatia Internati-
onald de Standardizare (ISO, www.iso.org), ISO/TC 34, Food products, a elaborat
standardul ISO 24276:2006/ EN ISO 24276:2006 Foodstuffs. Methods of analysis
for the detection of genetically modified organisms and derived products. General
requirements and definitions, care a fost publicat de ISO si CEN in februarie 2006.
Standardul prezintd metode de analizd pentru detectarea organismelor modificate
genetic si a produselor derivate.

Scopul unor astfel de analize este de a identifica si cuantifica elementele ge-
netice sau proteinele organismelor modificate genetic. Acest standard este destinat
matricelor pentru produsele alimentare, dar poate fi aplicat si altor tipuri de matrici
(de exemplu, pentru seminte si plante din mediul inconjurator). Standardul contine
definitii si cerinte generale pentru infiintarea laboratoarelor, descrierea si validarea
metodelor.

Detectarea originii transgenice a ingredientelor se realizeaza prin parcurgerea
unor etape succesive (sau simultane): prelevarea probelor reprezentative pentru ma-
trice, extractia proteinelor sau acizilor nucleici din esantionul analizat, detectarea
si/sau determinarea calitativa/ cantitativa a acizilor nucleici sau a proteinelor speci-
fice obtinute din organismele modificate genetic aflate in studiu. Aceste etape sunt
prezentate in urmatoarele standarde:

e ENISO 21569:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection
of genetically modified organisms and derived products — Qualitative nu-
cleic acid based methods;

e ENISO 21570:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection
of genetically modified organisms and derived products — Quantitative
nucleic acid based methods,

e ENISO 21571:2005, Foodstuffs — Methods of analysis for the detection
of genetically modified organisms and derived products — Nucleic acid
extraction;

e EN ISO 21572:2004, Foodstuffs — Methods for the detection of geneti-
cally modified organisms and derived products — Protein based methods.

Scopul standardului EN ISO 24276:2006 este de a arata cum se aplica aceste
standarde si de a explica relatiile dintre ele in procesul de analizd a materialului
modificat genetic din produsele alimentare.
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2.5. Metode validate aprobate pentru testarea OMG

Necesitatea de a monitoriza si verifica prezenta si cantitatea materialului mo-
dificat genetic in culturile agricole MG si in produsele derivate a generat o cerere
crescanda de metode analitice de detectie, identificare si cuantificare a secventei de
nucleotide inserate si a produsilor de expresie a transgenei, deoarece anume aceste
componente sunt considerate ca fiind contituienti de baza.

Unele laboratoare au elaborat metode de analiza bazate pe detectia ADN-ului
utilizand tehnica de amplificare PCR (Polymerase Chain Reaction) ori pe protei-
ne, apeland la analizele imunoenzimatice ELISA (enzyme linked immunosorbent
assays), care se deosebesc prin unele avantaje si dezavantaje in functie de scopul

v,

Tabelul 2.2.
Metodele utilizate cel mai des in testarea materialului modificat genetic
Metoda | Testul | COStUW/ Ipyrata Caracteristici Rezultate
proba
Biotest Toleranta | $10-12 | 5-7 zile | Necesita abilitati Constatarea rezistentei
(rezistenta moderate de lucru in la erbicide
la erbicide) laborator
ELISA Proteine | $75-100 |2-4 zile | Necesita abilitati Determinarea
moderate de lucru in cantitativa a proteinelor
laborator si echipament
Lateral Proteine | $8-10 10-20 | Training redus $i nu Determinarea prezentei
Flow Strip min. necesitd echipament proteinelor
special
PCR ADN $200-600 | 5-14 Metoda dificild, necesita | Teste calitative/ semi-
zile training si echipament cantitative ale prezentei
special OMG
Southern |ADN $100-300 | 4-6 zile | Metoda dificila, necesitd |Identificarea
Blot training si echipament secventelor specifice de
special ADN

Alte laboratoare s-au orientatat spre dezvoltarea unor tehnologii analitice care
pot oferi solutii alternative la metodele de testare a OMG existente. Acestea includ
masspectrometria, cromatografia, tehnologia ADN - chip, Electro spray ionisation
(ESI), spectroscopia infrarosie apropiata etc. (fig. 2.11.).

Metoda cromatografica permite identificarea OMG la nivelul metabolitilor
— dizaharide (trehaloza, maltoza si izomaltoza), alcooli (maltitolul) sau al diferen-
telor depistate in profilul chimic, constatate la analiza uleiului provenit din rapita
modificata genetic. Combinarea metodelor de cromatografie lichida si masspectro-
metrie au permis evidentierea diferentelor din cadrul paternelor de trigliceride. Ra-
piditatea, sensibilitatea inalta si analiza cantitativa a diferitor metaboliti, implicati
in metabolismul carbonului (glucidele di- si trimere), azotului (aminele, aminoacizi,
acizi organici), oferd posibilitatea identificarii simultane a diferitor metaboliti intr-o
singura proba, fara a impune o separare ulterioara a acestora.
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Spectroscopia infrarogie apropiati (SIA) are o gama largd de aplicare in
agricultura, industria farmaceutica, controlul produselor alimentare etc. si repre-
zintd o metoda analiticd rapida, care permite mdsurarea compozitiei chimice a ma-
terialelor. Legaturile covalente dintre atomii de C, N, H, O si P absorb energia in
regiunea infrarosie, in care poseda frecvente oscilatorii specifice, iar combinatiile
formate sunt detectabile la lungimea de unda de 400 - 2500 nm, adicd in regiunea
infrarosie. Unele transgene pot modifica structura fibrelor in plante, diferente care
nu pot fi evidentiate dupa continutul de proteine sau ulei, insa se evidentiaza cu
usurinta prin SIA.

DETECTIA, IDENTIFICAREA SI CUANTIFICAREA OMG

Expresia fenotipica
a caracterului nou

Tehnici alternative
de analiza a OMG

Analiza produselor Identificarea secventei

de expresie a de nucleotide inserate Cromatografie
Test de transgenei (proteine) ADN/ARNm Spectroscopie
germinare infrarosie
(rezistentd la Cip-tehnologia
erbicide) Tehnici ADN

imunoenzimatice Analize Electroforeza AN
PCR Analize Southern
Electroforeza / e J l
proteinelor Calitative

(Identificare) Detectia produsilor PCR
Analize Western blot PCR cu Masspectrometrie
ELISA primeri specifici Electroforeza

Testul Lateral
Flow sticks

Cantitative
(cuantificare)

QC-PCR,
Dublu QC- PCR
Real- time PCR

PCR-ELIZA

Figura 2.11. Tehnologii analitice utilizate in detectia,

identificarea si cuantificarea OMG

In selectarea tehnicilor de lucru se recomandi ca laboratoarele si utilizeze
metode validate in acord cu criteriile internationale recunoscute (de exemplu, ISO
5735-1/ 1994, 1SO 5725), iar analizele (unde este posibil), sa includa material de
referintd certificat, Intrucat unele dintre aceste metode (de exemplu, testul expre-
siei fenotipice a transgenei, metode calitative, metode imunoenzimatice) sunt mai
adecvate pentru analiza semintelor si probelor din cereale, decat pentru analiza pro-
duselor procesate. De asemenea, se stie cad metodele bazate pe ADN sau proteine,
precum si testul fenotipic dau uneori rezultate diferite.
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Elaborarea si utilizarea metodelor analitice de testare a plantelor MG este esen-
tiala in implementarea regulilor de etichetare. Strategiile adecvate de prelevare si
preparare a probelor in combinatie cu metodele de testare trebuie sa fie supuse unor
criterii de validare internationald si evaluare a performantei. Intrucat materialul de
referinta este o parte indispensabild a oricarui protocol analitic, criteriile de pro-
ducere a unor astfel de standarde de referintd trebuie, de asemenea, sa fie validate.
Pentru a crea un nivel de incredere nalt al procedurii de testare in conformitate cu
cerintele inaintate a fost elaboratd procedura de validare si recunoastere oficiala la
nivel international a tehnicilor de analiza. Pana la momentul actual, mai multe meto-
de de testare au fost inaintate pentru validare — proces prin care se demonstreaza ca
procedura de izolare, preparare si analiza a probelor va da rezultate semnificative si
reproductibile In cazul unei matrici si al testului dat. Succesul validarii unei metode
analitice este determinat de demonstrarea caracteristicilor performante, care inclu-
de: specificitate, sensibilitate, limita de detectie, efecienta de extragere, precizie,
reproductibilitate in cazul activitatilor de identificare/ screening (detectia calitativa)
si suplimentar: acuratete, limita de cuantificare, liniaritate, coeficient de variatie la
evaluarea sistemelor de detectie cantitativda (EMEA-guidelines CPMP/ICH/281/95
- http://'www.emea.eu.int/ pdfs/human/ich/ 028195en.pdf si 381/95 - http://www.
emea.ew.int/pdfs/human/ich/038195en.pdf.). Conform expertilor in metodele anali-
tice, criteriile de validare reprezinta:

Specificitatea — probabilitatea obtinerii unui rezultat negativ in cazul lipsei
OMBG si este determinata de contaminarea probei cu virusuri sau bacterii, care contin
elemente genetice similare cu cele utilizate in transgeneza (promotori, terminatori).
Se recomanda de testat mai multe probe de control-negativ pentru a evalua specifi-
citatea primerului. Produsul de amplificare obtinut trebuie evaluat prin determinarea
exactad a dimensiunii, secventei de nucleotide, profilului restrictional, hibridarii.

Sensibilitatea — probabilitatea obtinerii unui rezultat pozitiv in caz de prezentd
a OMG. Excluderea rezultatelor fals-negative, de exemplu, calitatea joasa a matricei
(ADN) poate fi exclusa prin coamplificarea unui control intern. Trebuie utilizate
doua probe de control: un control negativ pentru a exclude contaminarea cu alt ma-
terial genetic si un control pozitiv cu o limita de detectie adecvata in calitate de test
de sensibilitate.

Precizia (reproductibilitatea) — include nivelul de variatie (devierea standar-
da, coeficientul de variatie, intervalul de incredere etc.) a rezultatelor in cadrul ace-
leiasi experiente si gradul lor de reproductibilitate in diverse laboratoare cu diferit
echipament si diferiti experimentatori.

Limita de detectie (Limit of detection — LOD) — este determinata prin analiza
unei probe cu o concentratie cunoscutd a ADN-ului alogen si stabilirea unui nivel-
limitd a cantitatii, care poate fi detectat cu siguranti. In conformitate cu EMEA-
guideline CPMP/ICH/281/95 (http://www.emea.eu.int/pdfs /human/ich/028195¢en.
pdf.), LOD = (3,3 sigma): S, unde ,,sigma” este devierea standarda, iar ,,S” este un
coeficient al curbei de calibrare. Limita de detectie poate fi definitd drept concen-
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tratia la care 95% din experiente indicd un nivel de sensibilitate de 95% si care este
experimental determinatd prin cel putin trei serii de dilutii ale concentratiei ADN,
iar fiecare concentratie trebuie sd fie analizata in 8 repetitii.

Limita de cuantificare (Limit of Quantification — LOQ) — este determinata
prin analiza unei probe cunoscute si stabilirea unui continut minim al transgenelor,
care poate fi cuantificat. LOQ este descris ca LOQ = (10 sigma): S, unde ,,sigma” si
S sunt definiti ca si in cazul LOD.

Utilizarea metodelor validate de testare reprezintd o conditie obligatorie in
acceptarea datelor experimentale obtinute de laborator. Laboratoarele implicate in
activitati de control trebuie sd utilizeze metode validate, ceea ce constituie o cerinta
pentru toate laboratoarele care au drept scop acreditarea lor. Fiecare metoda noua,
care urmeaza a fi validata este supusa unei testari de catre mai multe laboratoare pe
probe identice pentru a demonstra reproductibilitatea, sensibilitatea si specificitatea
rezultatelor. Design-ul experimental, inclusiv modul de analiza a rezultatelor, repre-
zintd un moment crucial in succesul testarii PMG. Programele de testare urmaresc
sd includa cele mai performante tehnologii, iar eforturile comune de colaborare a
mai multor structuri in domeniu vor facilita elaborarea si dezvoltarea unor teste
validate acceptate de utilizatori si de cei care reglementeaza activitati cu OMG.
Pana acum sunt standardizate si validate mai multe metode de detectie, identificare
si cuantificare a materialului MG. De exemplu, o metoda de extragere a ADN-ului
din semintele de soia a fost elaborata si validata de catre Bayer CropScience GmbH,
care ulterior a fost testata si confirmata de Community Reference Laboratory, Biote-
chnology and & GMOs Unit, 2007. Metoda de identificare si cuantificare a liniei de
porumb MON 863 utilizand real-time PCR a fost elaborata de Monsanto Biotech-
nology Regulatory Sciences si validata de Joint Research Centre — European Com-
mission Biotechnology & GMOs Unit, 2005. Metoda ELISA a fost validatd pentru
testarea comerciald a semintelor de soia Roundup ReadyTM de catre JRC, 2000.
Baza de date COMPASS (/ttp://gmo-crl.jre.it) include toate dosarele si metodele
de testare a PMG (Detection methods validated in support to notifications submitted
under Directive 2001/18/EC) (tab. 2.6). Protocoalele sunt accesibile publicului larg
pe site-ul http://www.gmo-crljrc.it/statusofdoss.htm si http.://gmo-crljrc.it/detecti-
onmethods.htm.

Principii de determinare cantitativdi a OMG. Continutul de OMG poate fi
exprimat ca si cantitatea de material modificat genetic din tot materialul analizat.
Pentru a determina aceasta valoare prin metoda Real-time PCR, este necesar de
determinat numarul de secvente de ADN transgenic incluse in genom in raport cu
o gena de referintd. Gena de referintd trebuie aleasa tinand cont de specia analizata
care trebuie sa fie intr-o singura copie in genom. Ca gene de referinta pentru porumb
se utilizeaza gena zeineli, iar pentru soia — gena lectinei.

La moment nu este elucidat concret ce se subintelege sub notiunea de % OMG.
Continutul MG (procentajul, %) include cantitatea de ingredient transgenic din to-
talul de ingredient (de ex., cantitatea de seminte de porumb MG din tot lotul de
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porumb). Determinarea continutului de OMG se poate efectua dupd curbele care
apartin secventei transgenice si celei de referinta, iar procentajul este calculat dupa
raportul dintre secventele MG si secventele de referintd (MG/referinta*100).

Din punct de vedere analitic, este convenabil de calculat procentajul OMG
dupa cantitatea de ADN-tinta raportat la secventele specifice de taxon. Insa nu se
tine cont de particularitati precum:

» poliploidia (este posibil ca unele culturi de OMG sa fie poliploide);

e zigotia (transgenele se pot mosteni homozigot sau heterozigot);

e numarul de transgene integrate in genom (de obicei, o copie, in unele cazuri,
mai multe).
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Capitolul 3. PRELEVAREA SI OBTINEREA PROBELOR
PENTRU ANALIZE GENETICE

Testarea PMG se realizeaza efectuand un numar mare de experimente, care
includ atat antrenarea mijloacelor simple, ce permit detectia modificérilor genetice,
cat si o serie de tehnici clasice i moderne, utilizate pentru identificarea si cuantifi-
carea acestora.

3.1. Principii si norme de selectare
a materialului experimental pentru testare

Prelevarea si prepararea probelor sunt doi factori determinanti In testarea mate-
rialului modificat genetic. Procedura de prelevare a esantioanelor determina nivelul
de reprezentativitate a datelor experimentale, in timp ce prepararea probei influen-
teazd calitatea si cantitatea materialului analizat. Se considera ca erorile in detectia
si cuantificarea OMG pot interveni din cauza:

e  schemei de prelevare a probelor;
e  schemei de testare; si
e  preciziei metodelor analitice utilizate.

Intr-un lot de seminte pot avea loc diverse contamindri sporadice si de aceea
prelevarea unui esantion mic nu va fi reprezentativ statistic. Conform Organizatiei Na-
tionale Franceze de Validare (AFNOR), este necesar de a utiliza n analizd un numar
determinat de seminte in conformitate cu echivalentul lor in masa (de exemplu,
10 000 seminte). Insa unii cercetitori recomanda prelevarea semintelor in cantitate de
aproximativ 1500 - 3000 g pentru a detecta un nivel foarte mic de MG. Reprezentativi-
tatea esantionului trebuie mentinuta in toate etapele ulterioare de analiza, incepand cu
prelevarea probelor in camp si analiza lor in laborator. Modul de prelevare, dimensiu-
nea si omogenitatea esantionului trebuie sa fie relevante pentru intreg lotul de seminte
sau pentru toatd suprafata cultivata si sd permita identificarea sursei de contaminare.
Aceasta conditie este o particularitate esentiala in detectia PMG neautorizate.

Pentru utilizarea metodelor standardizate de prelevare a semintelor, Agentia
internationala de testare a semintelor (International seed testing agency — ISTA) a
elaborat un ghid de prelevare a probelor — ISTA Handbook on seed. Conform acestui
ghid, principiile de prelevare a probelor in scopul controlului autorizat privind mo-
dificarea genetica sunt:

o Prelevarea probelor de pe plante se efectueazd randomizat pe toata suprafata
campului de cultivare. Plantele de pe care s-au colectat probele trebuie marcate pen-
tru observatii in cazul unor posibile repetari. in cazul plantelor cu crestere activa se
colecteaza frunzele apropiate de apex si se transfera in tuburi sterile, utilizind manusi.
Numarul de probe supuse controlului in vederea unei posibile contaminari va depinde
de nivelul de contaminare suspectat sau de nivelul de siguranta statistica cerut. Sunt au-
torizate urmatoarele dimensiuni ale esantionului necesare in detectarea contaminarilor
cu material modificat genetic cu nivelul de semnificatie de 95%:
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— 100 plante pentru a detecta un nivel de contaminare de 3%;

— 200 plante pentru a detecta un nivel de contaminare de 1,5%;
— 300 plante pentru a detecta un nivel de contaminare de 1,0%;
— 3000 plante pentru a detecta un nivel de contaminare de 0,1% .

e Prelevarea probelor din loturile de seminte trebuie sd se realizeze in con-
formitate cu art. 7 al directivei 66/400/EEC referitoare la regulile ISTA si conform
standardelor: ISO standard 6644; ISO standard 13690; ISO standard 5725 elaborate
de Organizatia Internationala de Standardizare.

* Dimensiunea esantionului se selecteaza in functie de cerintele metodelor de
testare utilizate in detectia MG si de certificare a semintelor. JRC a revazut diferite mo-
dalitati de prelevare a probelor pentru loturile de seminte, prezentand concluziile intr-o
serie de documente a ISTA, USDA/GIPSA, CEN, ISO, WHO/FAO si o directiva a UE
specifica (98/53). Astfel, conform acestora, fiecare esantion analizat in laborator in sco-
pul testarii OMG trebuie sd includa intre 2400 si 10 000 seminte.

3.2. Izolarea si purificarea proteinelor
si ADN-ului vegetal

Prepararea extractelor proteice. [zolarea si purificarea proteinelor reprezinta
o etapa esentiald in procesul de cuantificare si studiere calitativa a acestora. Exista o
varietate larga de metode de extractie, cu diferente in etapele de lucru, in compozitia
solutiilor chimice folosite, in molaritatea si pH-ul solutiilor-tampon (Popescu, 1990;
[Tonesoit, 1996; Reva si al., 2001). Strategia separarii si purificarii proteinelor se
elaboreaza in functie de scopul cercetarii, care prevede analiza proteinelor:

» in conditii native, atunci cand avem ca obiectiv activitatea proteinei (enzi-
ma, antigen, anticorp, hormon, receptor etc.);

» 1in conditii denaturante, cand ne intereseaza structura primara, continutul sau
diversitatea moleculara a anumitor fractii proteice.

Proteinele sunt heteropolimeri cu masa moleculara mare (de la 6 mii pana la
cateva mln) formati din a-aminoacizi, uniti prin legaturi peptidice. Cantitatea de
proteine variaza in functie de tesut si organ, in frunze constituind 10-20% din masa
uscatd. Proteinele vegetale sunt concentrate in citoplasma, deosebindu-se prin so-
lubilitate, proprietati fizico-chimice, dimensiuni, capacitati de interactiune specifice
cu alti polimeri etc. Pe aceste criterii se bazeaza metodele de fractionare a polime-
rilor proteici.

Solubilitatea este o particularitate esentiala, dupa care proteinele pot fi fracti-
onate. In conformitate cu gradul de solubilitate, proteinele pot fi clasificate in apo-
solubile (albumine), salinosolubile (globuline) si alcalinosolubile (gluteline). Indi-
ferent de modul de extragere a proteinelor, urmatoarea etapa este precipitarea (re-
versibild sau ireversibild) cu etanol, acetona, acid tricloracetic (ATA), tanine, saruri
ale metalelor grele, sulfat de amoniu etc. Unele din aceste componente provoaca
denaturarea proteinei si sunt folosite in cazurile in care se solicitd eliminarea acestor
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compusi (cercetarea componentelor neproteice din extract) sau in cazurile in care
starea nativa a proteinei nu are o mare importanta (analiza proteinelor prin electro-
foreza-SDS). Deoarece majoritatea proteinelor (pand la 40%) sunt concentrate in
solutia din citoplasma celulei, acestea pot fi solubilizate in concentratii fiziologice
ale sarurilor de 0,8-1% cu valori neutre ale pH-ului.

In procesul de omogenizare a tesuturilor vegetale, care preceda extragerea pro-
teinelor, are loc acidularea citoplasmei ca rezultat al elimindrii sucului celular acid
din vacuole, al patrunderii oxigenului atmosferic si al activitatii oxidazelor, pero-
xidazelor etc. Pentru a pastra starea nativa a proteinelor, este necesar de mentinut
acele conditii fizico-chimice care au existat in protoplasma inainte de omogenizare.
Un parametru important este pH-ul, valorile caruia pot fi mentinute cu ajutorul so-
lutiilor-tampon cu pH 7,5-8,5 (fosfati, borati, Tris).

Flavonoizii si taninele eliberate din vacuole la omogenizarea tesuturilor vege-
tale pot sa inhibe unele enzime, sa se uneasca cu proteina prin legaturile de hidrogen
sau sa formeze legaturi covalente cu gruparile functionale laterale ale unor aminoa-
cizi (serina, treonina, cisteina, lizina, arginina, acizii aspartic si glutatamic). Pentru
a preintampina aceste efecte, este folosit polivinilpirolidonul in calitate de adaos la
solutiile-tampon, care formeazd complexe cu flavonoizii si taninele, ulterior fiind
usor eliminate prin centrifugare. Pentru reducerea proceselor oxidative, in primul
rand oxidarea polifenolilor de catre oxidaze, se adauga 2-mercaptoetanol, ditiotrei-
tol, cisteind, acid ascorbic etc. Mercaptoetanolul este aditionat in solutia-tampon si
in scopul protejarii grupelor sulthidril ale proteinelor fatd de oxidare. Mentinerea
unei concentratii reduse a ionilor polivalenti este esentiala pentru proteinele native
si se poate realiza prin aditia in extragent a etilendiamintetraacetatului (EDTA, 3-5
mM), care formeaza complexe chelatice cu metalele grele.

Denaturarea si hidroliza proteinelor poate fi evitata daca izolarea se va realiza
la temperatura de 0 + + 4°C cu adaugare de inhibitori ai proteolizei. De asemenea,
in cazul proteinelor native (mai ales in obtinerea enzimelor) se utilizeaza numai ma-
terial proaspat prelevat. Daca apare necesitatea ca materialul sa fie pastrat mai mult
timp, atunci el se ingheata si se pastreaza la temperaturi scizute (-20 + -70°C) sau
in unele cazuri se liofilizeaza.

Extragerea proteinelor din omogenatul de tesuturi vegetale in scopul analizei
acestor compusi In conditii denaturante se poate realiza fractionat sau nefractionat
cu obtinerea unui extract sumar de proteine usor solubile (Duca si al., 2001; Reva
si al., 2001). In acest caz, obtinerea extractului proteic din omogenatul de tesuturi
vegetale se realizeaza in solutie-tampon Tris-HCl 62,5 mM, pH-6,8 ce contine: gli-
cerind 5%, mercaptoetanol 1%, EDTA 0,1%, inhibitor al proteazelor in raport de 1 g
proba : 5 ml timp de 30 min. - 1 ord cu agitare. In supernatantul obtinut in urma
centrifugarii timp de 15 min. la o turatie de 10 000 rot/min. se adauga acid triclo-
racetic de 50% pind la o concentratie finala de 5% pentru precipitarea proteinelor.
Sedimentul rezultat prin centrifugare 10 min. la o turatie de 10 000 rot/min. se su-
pune unor operatii de purificare prin spalari cu: etanol 70% continand Tris-HCI1 10
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mM de doud ori; acetona racitd de 80%, de doua ori; etanol 96%, de doua ori si in
final cu eter etilic, fiecare dintre aceste operatii fiind urmata de o centrifugare de 10
min. la 10000 rot/min. Precipitatul obtinut se usuca in curent de aer si se dizolva in
solutie-tampon inainte de a fi supus fractionarii prin electroforeza.

Izolarea si purificarea ADN-ului. Macromolecula de ADN este o structura inerta
chimic, gruparile potential reactive fiind situate in centrul helixului, unite prin legaturi de
hidrogen, fapt ce confera rezistenta si durabilitate chimica, permitand analiza macromo-
leculei de ADN si dupd perioade lungi de timp de la momentul izolarii din probe.

In literatura de specialitate existd numeroase metode de izolare a ADN-ului,
diversitatea carora depinde de materialul experimental — celule de tip eucariot sau
procariot, culturi de celule sau tesuturi proaspete, tesut de plante sau animale etc.
Izolarea si purificarea ADN-ului este prima etapa care sta la baza tuturor procedee-
lor de inginerie genetica si a studiilor de geneticd moleculara, inclusiv in efectuarea
testarii PMG. ADN-ul genomic se obtine in forma fragmentata, generandu-se frag-
mente cu lungimi care variazi de la 100 kb pina la 150 kb. In aceasta forma, ADN-ul
indeplineste toate conditiile pentru a fi utilizat cu succes in analize de tip Southern
blot, in reactii de amplificare prin polimerizare in lant si pentru construirea librari-
ilor de ADN genomic. Insa eficienta utilizarii ADN-ului in analizele ulterioare este
determinata de puritatea si de integritatea acestuia.

Procedeele clasice de izolare a ADN-ului implicd digestia celulelor eucariote sau a
tesuturilor cu proteinaza K, in prezenta de EDTA, care leaga cationii bivalenti si inhiba
ADN-azele. Concomitent, are loc solubilizarea membranelor si denaturarea proteinelor
cu detergenti de tip SDS (dodecil sulfat de sodiu). Acizii nucleici sunt apoi purificati prin
extractii cu solventi organici, ARN contaminant fiind eliminat prin digestic cu ARN-aze.
Succesul izolarii ADN-ului intact, indiferent de metoda utilizata, depinde de:

e eficienta degradarii celulelor si tesuturilor;
e denaturarea complexelor nucleoproteice;

e inactivarea ADN-azelor;

e purificarea ADN-ului.

Majoritatea metodelor de izolare si purificare a acizilor nucleici includ o sche-
ma experimentala de baza cu etape similare si utilizarea unui sir de reagenti speciali.
Selectarea solutiei-tampon si a diferitor adaosuri se face in functie de dificultatile
de izolare si purificare determinate de particularitatile anatomice si biochimice ale
materialului vegetal utilizat. Se deosebesc cateva grupe de reagenti indispensabili
unei proceduri de extragere si purificare a ADN-ului — solutii-tampon, detergenti,
antioxidanti, chelatori de metale, agenti de precipitare si purificare a ADN-ului.

Schema oricarui protocol de izolare a acizilor nucleici include urmatoarele eta-
pe de baza:

o Liza celulara. Tehnica de extragere a acizilor nucleici are ca prima etapa liza
celulelor, care poate fi realizata pe cale mecanica (mojarare cu nisip), fizica (ultrasoni-
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care) sau chimica (tratare cu detergenti specifici: SDS, Triton X 100, Nonidet, Tween
si/sau enzime, care ataca peretele celular: proteinaza K, pronaza E, lizozim).

o Deproteinizarea. Separarea fazei organice, respectiv inldturarea prin pre-
cipitare a proteinelor si a resturilor celulare, se realizeaza prin tratamente chimice,
urmate de centrifugare. Modul standard de inlaturare a proteinelor din solutiile de
acizi nucleici este extractia fenolica sau cu amestec cloroform : alcool izoamilic
(24:1), care stabilizeaza faza organica dintre cele doua faze lichide.

o Extractia ADN-ului. Principiul acestei etape reprezintd utilizarea solubi-
litatii diferentiate a moleculelor de acizi nucleici/ contaminanti intre doua faze ne-
miscibile. Solutia de acizi nucleici este viguros amestecata cu o fazd non-miscibila
(fenol, cloroform, eter, izobutanol, NaCl 6M) timp de cateva minute. Faza apoasa,
care contine acizii nucleici, este recuperata atent cu pipeta, dupa centrifugare.

o Precipitarea ADN-ului. Precipitarea se realizeaza cu izopropanol sau alcool
etilic la o fortd ionica inalti. In aceste conditii, acizii nucleici sunt total precipitati.
Pentru concentratiile scazute de ADN (<50 pg/ml) timpul de precipitare trebuie sa fie
foarte lung (> 10 ore). Alcoolul etilic trebuie sa fie foarte rece, deoarece precipitarile
sunt accelerate prin racire (de la -20°C la -70° C). Precipitatul este recuperat prin cen-
trifugare. Dupa ambele tipuri de precipitare, sedimentul se spala cu etanol 70%, pentru
indepartarea sarii sau a urmelor de izopropanol, apoi se usuca.

ADN-ul obtinut este resuspendat intr-o solutie-tampon TE (Tris 10 mM si
EDTA 0,1 la I mM) sau apa bidistilata si se poate pastra la 4°C. Concentratia de
EDTA poate fi crescutd pentru a evita riscul digestiei de catre nucleazele conta-
minante dar, in acest caz, va fi necesara indepartarea acestuia inainte de a analiza
ADN-ul, deoarece enzimele sunt inhibate de catre EDTA. Preferabil este sa nu sa se
congeleze ADN-ul genomic, deoarece congelarea si decongelarea frecventa provoa-
ca degradari mecanice ale ADN-ului.

Procedeele aplicate in extragere si reagentii utilizati conditioneaza calitatea
ADN-ului. Prezenta unui sir de substante, ce se pot contine in ADN dupa izolarea
acestuia, pot diminua reactiile de polimerizare sau chiar induce inhibarea completa
a reactiei PCR (tab. 3.1.).

Tabelul 3.1.
Substante cu rol de inhibare a reactiei PCR
Inhibitorul Concentratia de inhibare
SDS > 0,005%
Fenol >0,2%
Etanol > 1%
Izopropanol > 1%
Acetat de sodiu > 5 mM
NaCl > 25 mM
EDTA > 0,5 mM
Uree > 20 mM

76



Unul din protocoalele cel mai des utilizate pentru izolarea moleculelor de ADN
cu utilizarea solutiilor-stoc se bazeaza pe utilizarea solutiei-tampon cu detergen-
tul cetiltrimetilamonium bromid (CH,(CH,),,N(CH,),Br (CTAB) dupa Murray si

Thompson (1980).

Principiul metodei: CTAB lizeaza celulele, formand un complex insolubil cu
acizii nucleici la concentratie redusa de saruri (mai mici de 0,5 M). In aceste condi-
tii, polizaharidele, compusii fenolici si alte substante raméan 1n supernatant si pot fi
eliminate ulterior. ADN-ul poate fi solubilizat prin cresterea concentratiei de sare si
precipitat cu alcool (etanol sau izopropanol). Etapele de izolare si purificare a ADN-
ului conform acestei metode sunt rezumate in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2.

Etapele de izolare a ADN-ului dupa Murray si Thompson (1980)

Descrierea etapei

Etapa

1. Omogenizarea si
liza celulelor

Materialul vegetal (2-5 g) se omogenizeaza in azot lichid pana la obtinerea
unui praf (pudrd) de culoare verde deschis, care se transfera rapid in solutia-
tampon in prealabil incalzita pana la 65°C de CTAB 2X 1in raport de 25 ml
solutie pentru 2-5 g tesut, urmat de agitare.

2. Extragerea acizilor
nucleici

Extragerea ADN-ului se realizeaza prin incubarea probelor la 65°C timp
de cel putin 20 minute (rezultate mai bune sunt obtinute in urma incubarii
indelungate de 1-3 ore).

3. Izolarea si operatii
multiple de
purificare a ADN-
ului

La extractul ricit pana la temperatura camerei se adaugd un volum egal
de amestec de cloroform : alcool izoamilic (24:1) si se agitd 20 minute la
temperatura camerei, dupa care se centrifugheaza la 5000 g timp de 10
minute. La faza apoasa astfel separata se adaugd 0,2 volume de CTAB 5X, se
agita si se incubeazad 10 minute la temperatura de 65°C.

3.1. Purificarea ADN-
ului

ADN-ul se precipitd cu 0,5 ml etanol absolut (100%) prin inversarea
eprubetelor de 5-8 ori, apoi se lasa la temperatura camerei 1-3 minute. Se
adauga un volum egal de amestec de cloroform : alcool izoamilic (24:1). Se
agita 10 minute la temperatura camerei si se centrifugheaza la 5000 g timp de
10 minute. Daca faza apoasa nu este stravezie sau interfaza este mare, ultima
procedura se repeta.

3.2. Obtinerea
precipitatului de
ADN urmat de
resuspendarea lui in
solutie

La supernatant se adaugd un volum egal (se admite si 2-3 volume) de solutie-
tampon de precipitare, se agitd si se lasad la temperatura camerei pentru o
ord sau peste noapte. Obtinerea sedimentului se realizeaza prin centrifugare
la 8000 g timp de 20 minute. La precipitat se adauga 1-2 ml solutie tampon
TE. Uneori pentru o dizolvare completd este necesara incdlzirea solutiei
pana la 65°C.

3.3. Precipitarea
repetata a ADN-ului

La solutia ce contine ADN-ul solubilizat se adauga doua volume de alcool etilic
(100%). Se lasa pentru 1-2 ore la temperatura de -20°C sau 30 minute la -70°C,
dupa care se centrifugheaza la 8000 g timp de 10 minute la temperatura de 4°C.
La precipitat se adauga 200 pl H,O distilatd si 100 ul NH,Ac 7,5 M (pH 7,5).
Se lasa pentru 20 minute la temperatura de 0°C dupa care se centrifugheaza la
13.00 g timp de 10 minute la temperatura de 4°C.

3.4. Precipitarea
repetata a ADN-ului

La solutia ce contine ADN-ul solubilizat se adauga doud volume de alcool
etilic (100%). Se lasa pentru 20 minute la -70°C, apoi se centrifugheaza la
13 000 g timp de 10 minute la temperatura de 4°C.

3.5. Ultima etapa de
purificare a ADN-ului

La sedimentul obtinut se adauga 1 ml etanol 80% si se centrifugheaza la 13 000 g
timp de 10 minute la temperatura de 4°C.

4. Solubilizarea si
pastrarea ADN-ului

Sedimentul de ADN se dizolva in apa bidistilata, sterild sau NaOH 8 mM.
Solutia de ADN poate fi pastrata la temperatura de -20°C timp de mai multe
luni.
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Pentru izolarea ADN-ului prin tehnologia descrisa anterior sunt necesare urma-
toarele solutii-tampon:

1. CTAB 2X (CTAB 2%, NaCl 1,4 M, Tris-Cl pH 8,0 0,1M, EDTA 20 mM).
2. CTAB 5X (CTAB 5%, EDTA 350 mM).

3. de precipitare (CTAB 1%, Tris-Cl pH 8,0 50 mM, EDTA 10 mM).

4. TE (NaCl 1 M, Tris CI pH 8,0 10 mM, EDTA 1 mM).

Actualmente, sunt cunoscute un sir de protocoale, bazate pe utilizarea kit-urilor
speciale, care simplifica si reduc timpul izolarii ADN-ului. Izolarea ADN-ului cu
DNAZzol (Plant DNAzol® Reagent, SUA, patent nr. 5,945,515) combind siguranta
si eficienta incluse intr-un protocol foarte simplu si rapid (tab. 3.3.). Toate etapele de
izolare prin aceasta metoda decurg la temperatura camerelt, iar centrifugarea poate fi
realizata la temperatura de la 4°C pana la 25°C.

Tabelul 3.3.
Etapele de izolare a ADN-ului cu DNAzol
Denumirea . .
etapei Descrierea etapei
1. Omogenizarea si | Materialul vegetal (de obicei 0,1 g) se omogenizeaza direct in eprubeta tip Eppendorf,
liza celulelor care contine 0,3 ml DNAzol, utilizand o bagheta din plastic.
2. Extragerea Extragerea ADN-ului se realizeaza prin incubarea probelor la 25°C timp de 5

acizilor nucleici | minute cu agitare.

La extractul ce contine ADN se adaugd 0,3 ml cloroform, se agita atent timp de 5
operatii de m@nute la temperaturawde'25"C, dupa care se centrifugheaza la 12 000 g timp de 10
puriﬁéare a minute. Faza se separa si se.transfera intr-un tub nou. Pentru astfel de tehnologn?
ADN-ului cum ar fi PCR-ul, care necesita cantitati limitate de ADN, addugarea cloroformului
este optionala.

3. Izolarea si

ADN-ul se precipita cu 0,225 ml etanol absolut (100%) si se agita foarte atent

3.1. Precipitarea prin inversarea tuburilor de 6-8 ori, dupa care probele se incubeaza la temperatura
ADN-ului camerei pentru 5 minute, apoi se centrifugheaza la 5000 g timp de 4 minute la

temperatura de 4°C. Uneori precipitatul nu este vizibil pana la centrifugare.

Pentru purificarea ADN-ului se adauga 0,3 ml amestec DNAzol : etanol absolut (in
raport de 1 : 0,75), dupa care probele se vortexeaza, se incubeaza la temperatura
camerei pentru 5 minute, apoi se centrifugheaza la 5000 g timp de 4 minute.

In cazul in care din materialul vegetal se extrag cantitati mici de ADN, solutia de
spalare (DNAzol : etanol absolut) poate fi redusa la 50%.

3.2. Purificarea ADN-
ului

La sedimentul de ADN se adaugd 0,3 ml etanol 75% si se agita atent, dupa care
se centrifugheaza la 5000 g timp de 4 minute. Dupa centrifugare, supernatantul se
3.3.Spalarea repetata | inliturd prin decantare.

a ADN-ului Pentru probele > 5g se recomand o spilare suplimentari cu etanol, care este necesard
pentru a inlatura excesul de cloroform i unii pigmenti din sedimentul de ADN.

Sedimentul de ADN se dizolva in 70 pl solutie-tampon TE pH 8,0.

Daci sedimentul de ADN nu se dizolva, atunci precipitatul se centrifugheaza din nou

la 12 000 g timp de 4 minute si se dizolva 1n solutie de NaOH 8§ mM.

4. Solubilizarea si | Solutia de ADN poate fi pastratd la temperatura de -20°C timp de mai multe luni.
pastrarea ADN- Tesuturile vegetale resuspendate in DNAzol pot fi pastrate cel putin o saptamana la
ului temperatura camerei si cel putin o lund sau un an la temperatura de 4°C sau -20°C.

Sedimentul de ADN poate fi pastrat in solutie-etanol (95%) timp de cel putin o

saptamana la temperatura camerei sau un an la 4°C.
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ADN-ul izolat cu DNAzol poate contine ARN. Pentru a evita contaminarea se
recomanda de a adauga ARNase la solutia de DNAzol la etapele initiale de extragere
a ADN-ului (100 pg ARNase/ml DNAzol).

3.3. Electroforeza proteinelor si a acizilor nucleici

Electroforeza reprezintd o metodd analitica de separare, bazatd pe fenomene
fizico-chimice de migrare diferentiatd a diferitor specii de particule incarcate elec-
tric sub actiunea campului electric. Deplasarea se face spre unul din electrozi, iar
intre electrozi si componentele de separat nu au loc reactii. O macromolecula cu o
sarcind electrica data, In deplasarea sa intr-un camp electric uniform si omogen, va
fi mai mult sau mai putin ,,franata”, in functie de dimensiunile sale si ale ,,porilor”
gelului, fiind caracterizata prin mobilitatea electroforetica. Mobilitatea electroforeti-
ca depinde de factorii care sunt proprii macromoleculei (dimensiuni, forma, sarcina
electrica, concentratie, grad de hidratare si disociere), proprii mediului de separare
(viscozitate in corelatie cu dimensiunile porilor, pH, fortd ionica, temperatura) si, de
asemenea, depinde de intensitatea cdmpului electric si de timpul de migrare (Popes-
cu, 1990; Reva si al., 2001).

In functie de proprietitile proteinei sau ale proteinelor luate in studiu, pe de o
parte, si de scopul concret urmarit, pe de alta parte, se precizeaza urmatoarele aspec-
te ale protocolului de lucru:

e compozitia chimicd, concentratia si structura gelului (omogen sau
gradient);

e forma gelului (cilindric sau plat);

e conditiile de separare (denaturante sau nedenaturante, disociative sau
nedisociative);

e sistemul-tampon (continuu sau discontinuu);

e forta ionicd si pH-ul sistemului-tampon.

De cele mai multe ori sunt necesare experiente-test preliminare pentru a defini-
tiva procedura optima de lucru.

Electroforeza proteinelor in geluri de poliacrilamida in prezenta de SDS.
Pentru fractionarea de inalta rezolutie a amestecurilor de proteine din tesuturile ve-
getale in conditii disociative (denaturante), se apeleaza, de obiceli, la sistemul-tam-
pon discontinuu care contine SDS, tehnicd descrisa de Laemmli (1970).

Reagenti necesari: toate solutiile-stoc se prepara cu reactivi de puritate anali-
tica si cu apa bidistilata si filtrata prin filtru de 0,45 um. Solutiile-stoc, care se pas-
treaza la rece, se aduc la temperatura camerei inainte de folosire (tab. 3.4.).

Proteinele sunt separate in geluri de poliacrilamida cilindrice sau plate pe baza
masei moleculare.

Prima etapa in efectuarea electroforezei este asamblarea matritei. Matrita este
alcatuitd din doua placi de sticla (perfect plane si fard zgarieturi) si doud distanta-
toare (,,spacers”) confectionate din material plastic flexibil de diferite grosimi (gro-
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simea gelului este determinata de grosimea distantatoarelor). Pieptenele serveste la
obtinerea ,,godeurilor” (,,sample wells”) in care se aplica probele proteice.

Tabelul 3.4.

Reagenti utilizati in electroforeza proteinelor in geluri
de poliacrilamida in prezenta de SDS

Solutii-stoc

Componenta si modul de preparare

Reactivul 1.

Solutie-tampon pentru gelul de
separare (tris-HCI 1,88 M pH =
8,8)

Se dizolva 22,7 g Tris in 75 ml H O; se ajusteaza pH-ul la 8,8 cu HCI1
concentrat i se completeaza volumul final la 100 ml; se pastreaza
la 4°C.

Solutia este stabild mai multe luni.

Reactivul 2.

Solutie-tampon pentru gelul de
concentrare (Tris-HC1 0,638 M,
pH = 6,8)

16,65 ml reactivul nr. 1 se dilueaza in raport de 1 : 2 se ajusteaza
pH-ul la 6,8 cu HCI 6 si se completeaza volumul la 50 ml. Solutia
se pastreaza la 4°C.

Solutia este stabild mai multe luni.

Reactivul 3.
Solutie-tampon pentru probe

5 ml reactivul nr. 2 se dilueaza in raport de 1 : 5; 1n solutia obtinuta se
dizolva succesiv 2,12 g SDS, 3 ml B-mercaptoetanol, 10 g zaharoza.
0,002 g albastru de bromfenol: volumul final se completeaza la 50
ml cu H,O. Solutia este stabild mai multe luni in congelator.

Reactivul 4.
Solutie de acrilamida si
bisacrilamida

in 30 ml se dizolva 24,35 g acrilamida si 0,6494 g bisacrilamida la
temperatura camerei; se aduce volumul final la 50 ml.

Solutia-stoc se pastreaza in sticla bruna la 4°C.

Solutia este stabila cel putin 30 zile.

Reactivul 5.
Solutie de SDS (1%).

In 25 ml H,O se dizolvd 250 mg de SDS.

Reactivul 6.
Solutie de TEMED (0,48%)

0,48 ml de TEMED se completeaza cu H,0 la 100 ml.

Reactivul 7.
Solutie de persulfat de amoniu
(0,5 %)

fn 10 ml H,O se dizolva 50 mg persulfat de amoniu.

Reactivul 8.
Solutie-tampon de migrare pentru
rezervorul superior

in 100 ml H,0 se dizolva succesiv: 1,815 g Tris, 8,64 g glicina si
600 mg SDS; se completeaza volumul final 1a 600 ml; pH-ul solutiei
trebuie sa fie 8,3 (nu este necesara ajustarea). Solutia este stabild mai
multe saptamani.

Reactivul 9.
Solutie-tampon de migrare pentru
rezervorul inferior

in 580 ml H,0 se dizolva 1,815 g Tris; se ajusteaza pH-ul la 8,3 cu
HC1 concentrat si se completeaza volumul final la 600 ml.

Reactivul 10.
Solutie pentru fixarea peptidelor
in gel

La 250 ml izopropanol si 100 ml acid acetic glacial se adauga 650
ml H,0.

Reactivul 11.
Solutie pentru colorare

in223,1 ml H,O se dizolvd 100 mg colorant ,,Coomase blue G-250”
prin agitare timp de 30 minute; se adauga 26,9 ml HC10, 32,5%, 5
min. se agita; se filtreaza.

Reactivul 12.
Solutie de acid acetic de 7%

35 ml acid acetic glacial se dizolva in 465 ml H,O distilata.

Electroforeza n sistem-tampon discontinuu presupune pregatirea a doud geluri,

care difera intre ele prin dimensiunea porilor, forta ionica si valoarea pH-ului.
¢ Gelul de separare omogen. Cantitdtile din solutie (in ml) necesare pentru
amestecul de polimerizare, de exemplu, obtinerea gelurilor de concentratia
12,5% cu utilizarea matritelor cu dimensiuni de 10 cm x 12 cm sunt urmétoa-
rele: 4 ml reactiv nr. 1; 5 ml reactiv nr. 4; 5Sml reactiv nr. 6; 2 ml reactiv nr. 5;
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2 ml H,O distilata; 2 ml reactiv nr. 7, amestecul se agitd usor. Se recomanda
degazarea timp de 10 - 15 min., inainte de adaugarea persulfatului de amoniu si
a TEMED. Amestecul de polimerizare se transfera in matricea asamblata, evi-
tandu-se formarea bulelor de aer; nivelul solutiei, care prin polimerizare va for-
ma gelul de separare, trebuie sa fie la 1 - 1,5 cm distanta de dintii pieptenelui.
Imediat, cu o pipeta se acopera cu multd atentie partea superioara a viitorului
gel cu un strat (0,5 - 1 cm) de apa distilatd. Apa se adaugd pentru a se obtine o
fata perfect plana a partii superioare a gelului de separare.

¢ Gelul de concentrare. Gelul de concentrare se pregateste cu 45 - 60 min. inainte
de aplicarea probelor proteice. Se indeparteaza complet stratul de lichid de la
partea superioara a gelului de separare. Se prepard 3 ml amestec de polimerizare:
0,6 ml reactiv nr. 2; 3 ml reactiv nr. 4; 0,75 ml reactiv nr. 6; 0,3 ml reactiv nr. 5;
0,45 ml H,O distilata; 0,6 ml reactiv nr. 7. Amestecul se pipeteaza in matrice;
polimerizarea este completa dupa 30 - 45 min. Pieptenele se indeparteaza, avand
grija sa nu se deformeze gelul de concentrare.

Pregitirea, aplicarea si separarea probelor proteice se incepe cu dizolvarea
precipitatului proteic uscat (in raport de 10 : 1) in solutie-tampon tris-HCI pH 6,8 (re-
activul nr. 3), urmata de fierbere pe o baie de apa timp de 2 - 5 min. Extractele proteice
astfel obtinute sunt stabile mai multe sdptdmani, daca se pastreaza la temperaturi joase
in congelator (cel putin - 10° C), totusi trebuie avut in vedere ca inghetarile repetate
duc la degradarea proteinelor. Probele proteice fierte si racite la temperatura camerei
se aplica ,,sub solutia-tampon de migrare” direct in godeuri (5 - 7,5 pl).

Matricea cu probele proteice se introduce in cuva aparatului de electroforeza cu
electrozii de platind asamblati; se umplu cu solutia-tampon de migrare rezervoarele
superior (reactivul nr. 9) si inferior (reactivul nr. 10). Electrozii din cele doua rezer-
voare se conecteaza la sursa de curent continuu; in prima ora de electroforeza, pana
cand frontul colorat albastru intra in gelul de separare, se lucreazd la 15 m A i 80V,
iar in continuare la 30 m A, 180 V pana cand frontul colorantului a ajuns la 1 cm de
marginea inferioara a gelului de separare (cca 3 - 4 ore).

Se deconecteaza cuva aparatului de electroforeza de la sursa de curent conti-
nuu, se detageaza si se dezasambleaza matricea, iar gelul separat este supus operati-
ilor de fixare (reactivul nr. 9 timp de 2 ore), colorare (timp de 1-2 ore in reactivul nr.
10), decolorare (reactivul nr.11), fotografiere etc.

Pentru determinarea masei moleculare relative a fractiilor polipeptidice sepa-
rate, se efectueaza electroforeza in conditii identice unor probe cu martori, avand
mase moleculare cunoscute. Pe baza electroforegramei obtinute in fiecare caz, se
realizeaza o curba de calibrare in coordonate Rf si Ln Mr, cu ajutorul céreia se deter-
mina logaritmii normali (Ln) ai maselor moleculare relative ale fractiilor separate,
in functie de indicii mobilitatii electroforetice (Rf).

Electroforeza ADN-ului se realizeaza pentru a determina calitatea ADN-lui, sepa-
rarea fragmentelor de restrictie, transferul pe membrana urmate de hibridari, separarea
produselor de amplificare PCR (ampliconilor) etc. si se efectueaza in gel de:
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e agarozd (pentru fragmentele care au in medie 1 kb); si
e poliacrilamida (pentru fragmentele mici — pana la 500 pb).

Concentratia gelului depinde de dimensiunea fragmentului analizat. Cu cat
fragmentul este mai mare, cu atat concentratia gelului va fi mai micd. De exemplu,
pentru electroforeza ADN-ului total (genomic) in scop de estimare a calitatii si in-
direct a calitatii probei se utilizeaza gelul de agaroza cu concentratia de 0,8-1,0%,
iar electroforeza ampliconilor se realizeaza in gel de agaroza de 1,4 - 2,0%. Gelul
din poliacrilamida permite separarea si vizualizarea fragmentelor mai mici de ADN,
comparativ cu gelul din agaroza.

Separarea electroforeticd a ADN-ului se efectueaza utilizand aparate electrofo-
retice orizontale (fig. 3.1. A) in cazul gelurilor de agaroza sau verticale (fig. 3.1. B)
pentru gelurile de acrilamida.

Figura 3.1. Camera de electroforeza
de tip orizontal (A) si vertical (B)

Conform metodei standard (Sambrook si Russell, 2001) fractionarea ADN-ului
se realizeaza in cateva etape (fig. 3.2.).

In calitate de sistem-tampon de migrare de cele mai dese ori se prepard TBE
(in baza de Tris-borat) sau TAE (in baza de Tris-acetat) cu pH-ul 8,0. Este important
ca in ambele rezervoare ale cuvei de electroforeza si gel sa fie utilizata aceeasi solu-
tie-tampon. Chiar cele mai mici diferente In taria ionicd sau pH creeaza fronturi in
gel, care pot afecta semnificativ mobilitatea electroforetica a fragmentelor de ADN.
In cazul determinirii dimensiunilor fragmentelor necunoscute de ADN, trebuie sa
ne asiguram ca toate probele au fost depuse Tn godeuri in aceeasi solutie-tampon.
Concentratia marita a sarurilor in anumite solutii-tampon destinate enzimelor de
restrictie (de exemplu, BamH1 si EcoRI) diminueaza mobilitatea ADN-ului.

Concentratiile agarozei necesare separdrii ADN-ului de diferite dimensiuni
sunt incluse in tabelul 3.5.
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Figura 3.2. Principalele etape in realizarea electroforezei orizontale

1,2 — asamblarea matricei;
3 — distribuirea gelului in matricea asamblata;
4 — fixarea pieptenului pentru obtinerea godeurilor;

5 — conectarea cuvei de electroforeza la sursa de curent electric.
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Tabelul 3.5.
Dependenta dintre concentratia gelului de agaroza si
dimensiunea moleculelor de ADN

Concentt;/t:a;‘:;]g/z‘l;'](;zel in gel Mairimea fragmentelor de ADN (kb)
0,3 5-60
0,6 1-20
0,7 0,8-10
0,9 0,5-7
1,2 0,4-6
1,5 0,2-3
2,0 0,1-2

Gelul se prepara prin dizolvarea agarozei in apa distilata la temperaturi inalte.
Pentru aceasta se utilizeaza cuptorul cu microunde si manusi. Intrucat solutia de aga-
roza poate deveni foarte fierbinte si poate incepe fierberea brusc prin formarea bulelor
mari de aer si revirsarea solutiei din vas, incilzirea ei are loc cu precautie. Incilzirea
poate fi intrerupta si repetatd, pana la dizolvarea completd a agarozei. Agitarea manu-
ala a vasului va ajuta spalarea de pe peretii vasului a cristalelor de agaroza. Dizolvarea
completi este determinati de transparenta solutiei. In cazul unei incalziri indelungate
poate scadea volumul solutiei in urma evaporarii intense, marind concentratia gelului,
de aceea se recomanda de a verifica volumul solutiei si in caz de necesitate suplinirea
lui cu apa distilata. Solutia preparata se raceste la temperatura camerei pana la 55°C,
dupa care se adaugd bromura de etidiu cu o concentratie finald de 0,5 pg/ml. Pentru
omogenizare se utilizeaza agitatorul magnetic.

Distribuirea solutiei de agaroza in matrice trebuie sa fie uniforma si fara bule de aer,
iar grosimea recomandata este de 3 - 5 mm. Pentru aceasta, cuva de electroforeza se va
plasa pe o suprafatd pland. Fixarea pieptenului in gel va contribui la formarea godeurilor,
in care vor fi plasate probele de ADN. Polimerizarea deplina a gelului are loc dupa
30 - 45 minute la temperatura camerei, dupa care gelul este acoperit cu solutia-tampon.

La probele de ADN care urmeaza a fi separate electroforetic se adauga 0,20
volume solutie-tampon pentru probe (,,loading buffer”) 6X. Cu ajutorul micropi-
petei probele sunt plasate in godeuri. Cuva de electroforeza se acopera cu capacul
si se conecteaza la sursa de curent stabilindu-se tensiunea de 1-5 V/cm (distanta se
masoara dintre electrodul pozitiv si cel negativ).

Intrucat ADN-ul este incarcat negativ, migrarea moleculelor va avea loc de la
polul ,,— la polul ,,+”. Intensitatea curentului depinde de natura solutiei-tampon, de
tipul si lungimea gelului si de obicei se include in intervalul 100 si 120 V.

Timpul de migrare a ADN-ului (sau ampliconilor) depinde de intensitatea cu-
rentului, de concentratia gelului i de dimensiunile moleculelor supuse separarii.
Separarea se considera terminata atunci cand albastrul de bronfenol sau xilen ciano-
lul ajunge la marginea opusa a gelului. Cuva de electroforeza se deconecteaza de la
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sursa de curent, se scoate capacul, iar gelul se vizualizeaza la transiluminator. Pentru
vizualizarea atat a ADN-ului, cat si a ampliconilor se utilizeaza coloranti speciali
fluorescenti, care sunt adaugati in cantitdti mici in gel. Cel mai des, se aplicd bromu-
ra de etidiu (EtBr), care se intercaleaza cu bazele azotate ale ADN-ului si permite
detectarea prin fluorescenta a fragmentelor (fig. 3.3.). EtBr poseda absorbtie maxi-
ma in spectrul ultraviolet la lungimea de unda de 300 si 360 nm. Aditional, el poate
absorbi energia de la nucleotidele excitate de absorbtia radiatiei la lungimea de unda
de 260 nm. EtBr reemite aceasta energie ca lumina galbend/ portocalie centrata la
590 nm. Fluorescenta EtBr in solutii apoase este semnificativ mai joasa decat in
colorantul intercalat. Utilizarea EtBr permite vizualizarea ADN-ului In concentratie
de 1-5 ng/banda electroforetica.

Amestec
de molecule de ADN

de diferite dimensiuni
Catod
) 1

| molecule
4187 é ® Wl WIk cu masa mare
Sursa N =
de curent Gel —_— ' = —_—
" =
Placi din sticla P -
o molecule
cu masa mica
ey
Anod

Vizualizarea gelului
electroforetic
cu utilizarea EtBr

Figura 3.3. Principiul separarii electroforetice
www.fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/mol_gen.htm

.....

rezultatelor obtinute, se recomanda fotografierea gelurilor, utilizand transiluminarea
cu raze UV, care faciliteaza vizualizarea. Prezenta unei benzi distincte (fig. 3.4.)
denota faptul ca ADN-ul extras este de calitate buna, iar benzile precedate de urme
sub forma de ,,cozi” sau ,,comete” demonstreaza prezenta impuritatilor in ADN-ul
extras sau denaturarea acestuia.

ADN genomic——»

<«—— amplicon

.
<—— ADN denaturat amplicon™ >

- -

Figura 3.4. Electroforeza diferitor fragmente
de ADN (rezultate obtinute in cadrul LSB)

Electroforeza ADN se realizeaza concomitent cu un amestec de fragmente de
ADN cu greutatea moleculard cunoscuta — markeri moleculari in raport cu care se
estimeaza dimensiunea fragmentelor de ADN (exprimata in pb) (fig. 3.5.).
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Figura 3.5. Exemple de markeri si de prezentare a rezultatelor obtinute

A. Markeri PCR 100 bp Low Ladder, (Sigma) ce contine 10 benzi (100 — 1000 pb)
B. Exemplu de prezentare a rezultatelor unui screening OMG. M — marker ADN

http://www.bioprofilelabs.com/WebFlyer. htm

3.4. Estimarea continutului de proteine si de ADN

Continutul in proteine al unui produs biologic se determina prin mai multe
metode: dupd continutul de azot constituent, tehnici foto- si spectrometrice deose-
bindu-se prin sensibilitate si specificitate.

Daca solutiile de proteina sunt pure (nu contin acizi carbonici, fenoli, alcooli,
bicarbonati, care absorb lumina in zona ultravioletd a spectrului), mai simplu, rapid
si cu o precizie mare se determind dupa metoda spectrofotometrica, ce se bazeaza
pe proprietatea aminoacizilor aromatici de a absorbi lumina cu lungimea de unda de
280 nm, insa o atare metoda depinde de continutul acestor aminoacizi in molecula
proteicd. Prezenta in mediul experimental a fosfatilor in concentratie de 5 mM, a
clorurii de natriu 0,9%, a sulfatilor 50 mM nu influenteaza rezultatele masurarii.
De asemenea, nivelul de absorbtie in ultraviolet depinde putin de pH-ul mediului in
diapazonul pH-ului de 2-10.

Densitatea optica a solutiilor proteice in care solventul este: apa, NaCl 0,1-1M
sau solutia-tampon fosfat de concentratie mica se determind la lungimea de unda de
280 nm 1n comparatie cu proba-martor (solvent fara proteine). Probele se spectro-
fotometreaza si pe baza curbei-etalon (pentru constructia cdreia se utilizeaza solutie
de proteind purd cu concentratia de 0,05-2,0 mg/ml) se determind concentratia de
proteine in solutie.

Densitatea optica £ ;S’:‘ﬁ: Zl variaza de la 0,4 pand la 1,5, in functie de continutul
triptofanului si al tirozinei.

O altad metoda de cuantificare a proteinelor utilizata pe larg este metoda fo-
tometrica dupa Bradford, care se bazeaza pe adsorbtia specifica in mediu acid a
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colorantului Coomassie G-250 in urma interactiunilor gruparilor amidice si sulfhi-
drilice ale proteinelor cu colorantul. Ca rezultat al adsorbtiei colorantului, solutia
proteica devine de culoare albastra, a carei intensitate este proportionala cu concen-
tratia proteinei in solutie. Se supune analizei atat extractul proteinelor sumare, cat si
cel al fractiilor proteice.

La o alicota de extract proteic, de exemplu, 0,1 ml, se adauga 1/2 volume
(0,05 ml) de acid tricloracetic 15% pentru precipitarea completd a proteinelor, care
se efectueaza timp de 15 minute la rece. Solutia cu proteine denaturate se centrifu-
gheaza timp de 10 - 15 min. la 7 000 - 10 000 rot./min. Precipitatul se spala de 3 ori
cu 0,5 ml ATA 5%, centrifugand de fiecare data. Sedimentul proteic se dizolva in
0,5 ml NaOH 0,3 N. Dupa dizolvarea completa a proteinelor, pentru neutralizarea
excesului de baza se adauga 0,5 ml HC1 0,3 N.

Mediul de reactie: 0,06 ml solutie proteica, 0,24 ml NaCl 0,15 N si 3 ml
reactiv Coomassie. Se agitd bine si peste 20 minute se colorimetreaza la fotoelec-
trocolorimetru la lungimea de unda 595 nm. In calitate de martor serveste eprubeta,
in care se introduc 0,06 ml H,O distilatd, 0,24 ml NaCl de 0,15 N si 3 ml reactiv
Coomassie.

Atunci cand valorile coeficientului de extinctie a solutiei proteice (mediului
de reactie) se incadreaza in limitele 0,050 - 0,600, concentratia proteinei pg/ml in
proba se determind dupa formula (ITonesoii, 1996):

C: E595 x Vl
0,060xV,

Unde: C — concentratia proteinei in proba (ug/ml);
E — densitatea optica la A=595 nm;
V, — volumul mediului de reactie, ml;
V, — volumul probei proteice, ml.

Concentratia proteinelor in probele care inregistreaza densitati optice mai mari
sau mai mici decat cele indicate mai sus se calculeaza reiesind din curba-ctalon,
construita in prealabil, utilizdnd albumina serica bovina.

Pentru prepararea reactivului de colorare, se dizolva 100 mg colorant Cooma-
sie briliant G-250 in 50 ml C,H,OH (96%), apoi se adaugd 100 ml H,PO, de 95% sau
111,76 ml H,PO, de 85%. Solutia obtinutd se completeaza pana la volumul de 1000
ml, se filtreaza si se pastreaza in vase de culoare inchisa timp de doua saptamani la
temperatura camerei.

Determinarea continutului de ADN in probe este o etapa esentiala in analiza
ulterioara a lui, intrucat concentratiile mici nu vor fi suficiente pentru reactiile ulterioa-
re (de exemplu, PCR), iar concentratiile mari vor induce inhibarea acestora.

Concentratia de ADN poate fi determinata la fluorometru sau spectrofotometru,
care permit cuantificarea ADN-ului pana la nivel de nanograme (ng/pl).
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ADN-ul poate fi detectat cantitativ direct in solutiile apoase cu o concentratie
slaba de saruri, inregistrand absorbtia (densitatea optica — DO) in spectrul ultravio-
let, la lungimea de unda de 260 nm. Pentru a calcula cantitatea de ADN in solutie, se
considera ca o unitate de densitate optica la 260 nm corespunde pentru:

o solutia cu ADN dublu catenar — 50 pg/ml,

e solutia cu ARN sau ADN monocatenar — 40 pg/ml.

In calculul final al cantitatii de ADN se tine cont de dilutie.

Pentru a evalua nivelul de contaminare a solutiei de ADN cu proteine (proteinele
absorb in lungimea de unda 280 nm si 260 nm), aceleasi probe se spectrofotometreaza
si laA=260 nm. Se considera ca in cazul unei probe de ADN de o calitate buna, rapor-
tul A, ¢, trebuie sa fie inclus in limitele 1,8 - 2,0. O contaminare cu fenol se analizea-
za la A= 270 nm. Contaminarile conditioneaza o supraestimare a concentratiei reale si
pot inactiva enzimele utilizate in studiul ADN-ului. Solutia de ADN nu trebuie sa fie
foarte concentrata, prezinta o viscozitate inalta, cauzand erori de volum la pipetare.

Cantitatea ADN-ului poate fi estimata indirect cu valori aproximative in baza
gelului electroforetic al ADN-ului utilizind markeri cantitativi. Insd in cazul Real-
time PCR sau RCR-ului semicantitativ este necesara cunoasterea concentratiei
exacte a ADN-ului.



3.5. Exemple de protocoale

EUROPEAN COMMISSION gy
DIRECTORATE GENERAL JOINT RESEARCH CENTRE l
INSTITUTE FOR HEALTH AND CONSUMER PROTE

COMMUNITY REFERENCE LABORATORY FOR GM FOOD AND FEED

M Foosd s Feed

SAMPLING AND DNA EXTRACTION OF MAIZE TC1507

Report from the Validation of the
»CTAB/Wizard” method for DNA extraction from ground maize grain/seed

Validated method
Published on: 28/02/2005

Method development Method testing and confirmation:
and single laboratory validation:  Joint Research Centre — European
Pioneer Hi-Bred International Commission, Biotechnology & GMOs Unit
GeneScan Analytics GmbH

PRELEVAREA PROBELOR SI EXTRAGEREA ADN-ului DIN
PORUMBUL TC1507

REZUMAT

Scop si aplicare: Metoda ,,CTAB/Wizard” pentru izolarea ADN-ului este
potrivita pentru izolarea ADN-ului genomic dintr-un numdr mare de varietati si
matrice. Insi aceste date sint validate pentru semintele de porumb. Aplicarea acestei
metode la alte matrice necesita optimizare si validare specifica.

Prelevarea probelor de seminte de porumb TC1507 se va face in conformitate
cu ghidul tehnic si protocoalele descrise de Commission Recommendation 2004/787/
EC in contextul Regulation (EC) No 1830/2003.

Principiul de baza in izolarea ADN-ului consta in obtinerea extractului apos
cu o purificare ulterioard a ADN-ului de inhibitorii reactiei PCR. Metoda ,,CTAB/
Wizard” include lizarea celulelor in prezenta CTAB, EDTA si proteinazei K urmata
de inldturarea ARN-ului prin digestie cu ARN-aza A si purificare de contaminanti
cu ajutorul cloroformului. Sedimentarea ADN-ului se realizeazd prin precipitare
cu izopropanol. Acest extract este in continuare purificat utilizand doua produse
comerciale disponibile: Wizard® DNA Clean-Up System (Promega) si gelfiltrare
prin coloana S-300 HR MicroSpin Columns (Amersham Pharmacia).
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DNA EXTRACTION
EXTRAGEREA ADN-ului

Metoda recomandati de MONSANTO, 2004. EC 1829/2003
www.gmo-crl.jre.it/detectionmethods/MON-Art47-dnaextraction.pdf
REZUMAT AL ETAPELOR DE IZOLARE SI PURIFICARE A ADN-ului

Etape

Descrierea etapei si modul de lucru

I. Omogenizarea, liza
tesuturilor si extragerea
ADN-ului

6 g material vegetal se omogenizeaza cu 25 ml solutie de extragere ce contine:
24,25 ml solutie-tampon CTAB de extragere a ADN-ului (in prealabil incalzit
pana la 55°C), 0,5 ml 2-mercaptoetanol (2-ME) si 0,25 ml solutie 10 mg/ml
proteinaza K, pentru ca concentratia finala a 2-ME sa fie 2%, iar a proteinazei
K-100 pg/ml. Probele se incubeaza la temperatura de 55°C, 60 min., dupa
care timp de 10 min. solutia se aduce la temperatura camerei.

I1. Deproteinizarea si
purificarea de pigmenti
si polizaharide

Se realizeaza cu 20 ml amestec de fenol: cloroform: alcool izoamilic (25 : 24 : 1).
Tuburile se inverseaza sau vortexeaza atent.

Se colecteaza faza apoasa in urma separarii fazelor prin centrifugare timp
de 10 min., la 13 000 g la temperatura de 20 - 25°C. Aceasta etapa se poate
repeta de doud sau de mai multe ori, in functie de gradul de contaminare a
ADN-ului.

I11. 1zolarea ADN-ului
prin sedimentare

La faza apoasa se adauga 2/3 volum de izopropanol (racit), fiind posibila
pastrarea in aceasta forma de la 30 min. pana la 3 zile. Se centrifugheaza la
13 000 g 20 min., la temperatura de 4°C.

IV. Resuspendarea ADN-
ului si eliminarea ARN-
ului

Sedimentul se dizolva in 4 ml tampon TE cu pH-ul 8,0 la care se adauga 40
pl ARN-aze 10 mg/ml si se incubeaza la 37°C, timp de 30 min.

V. Procedee repetate de
purificare

Se adauga 4 ml solutie cloroform: alcool izoamilic (24 : 1) si se centrifugheaza
10 min. la 13 000 g la temperatura camerei. Se transfera faza apoasa
superioara in alt tub.

Aceasta etapd se repetd, apoi se adauga atent jumatate de volum de acetat de
amoniu 7,5 M si se amestecd prin inversare.

VI. Ultima etapa de
purificare a ADN-ului

Se adauga 2 volume de etanol 100%, se inverseaza atent si se mentine la
-20°C, timp de 30 min. sau se lasa peste noapte.

Probele se centrifugheaza la 1 300 g timp de 20 min. la 4°C pentru a precipita ADN-ul.
Sedimentul se spald de doua ori cu etanol de 70%.

VII. Solubilizarea si
pastrarea ADN-ului

ADN-ul se dizolva in 1 ml solutie-tampon TE pH 8,0 si se incubeaza la 65°C
timp de 1 ora cu agitare atentd. Probele se centrifugheaza la 16 000 g, timp de
10 min. la 4°C. Faza apoasa se transfera intr-un nou tub si se pastreaza la 4°C.

Reagentii necesari:

— Solutie-tampon CTAB de extragere (2%): pentru 500 ml (poate fi pastrat
la temperatura camerei, 5 ani): 10 g CTAB (1,5% w/v), 50 ml IM Tris HCI,
pH 8,0 (75 mM), 20 m1 0,05 M EDTA pH 8,0 (100 mM); 140 ml NaCl (5M);
290 ml apa distilata si autoclavata.

— TE, pH 8,0, pentru 250 ml (pastrare la temperatura camerei, pana la 5 ani):
2,5 ml 1M Tris HCI (10 mM), 0,5 ml 0,5 M EDTA (1 mM). Se adauga apa
pana la 250 ml, se filtreaza si se sterilizeaza.

— Etanol 70% (pentru 200 ml): 140 ml etanol 100% cu 60 ml apa.

— Proteinaza K (10 mg/ml,) pentru 5 ml: 5 ml apa si 0,05 g proteinaza K.

— ARNaze (10 mg/ml), pentru 5 ml: 5 ml apa cu 0,05 g ARNaze, fiert 10 min.

90




DNA EXTRACTION
EXTRAGEREA ADN-ului

Metoda recomandati de JOINT RESEARCH CENTRE, 2004
(Soma M. The analysis of food samples for the presence

of genetically modified organisms.

Extraction and purification of DNA. Session 4, 2004, 18 p.)

Etape

Descrierea etapei si modul de lucru

I. Omogenizarea,
liza tesuturilor si
extragerea ADN-ului

Intr-un tub Eppendorf se iau 100 mg material vegetal la care se adauga 300 ul
apa sterild, deionizata si se agita. Ulterior sunt adaugate 500 pl solutie-tampon
CTAB de extragere si se omogenizeaza, apoi se adauga 20 pl proteinaza K (20
mg/ml), se agita si se incubeaza la 65°C, timp de 30-90 min. Ulterior probele
se trateaza cu 20 ul ARNazea A (10 mg/ml), se agitd si se incubeaza la 65°C,
timp de 5-10 min., dupa care se centrifugheaza la 16 000 g timp de 10 min.
Supernatantul se transfera intr-un tub nou.

I1. Deproteinizarea
si purificarea

de pigmenti si
polizaharide

La supernatant se adaugd 500 pl cloroform si se agitd prin inversarea lenta
a tuburilor timp de 30 secunde. Apoi se centrifugheaza la 16 000 g, 10 min.,
pentru a separa fazele. Se transfera 500 pl faza apoasa superioara intr-un tub
nou, care contine 500 pul cloroform, se inverseaza si apoi iarasi se centrifugheaza
timp de 5 min. la 16 000 g., colectand faza superioara.

I1I. Izolarea ADN-
ului prin sedimentare

La faza superioara colectatd se adauga 2 volume solutie-tampon CTAB de
precipitare si se amesteca prin pipetare, dupa care se incubeaza timp de 60
min. la temperatura camerei. Probele sunt supuse centrifugarii timp de 5 min.
la 16 000 g. Supernatantul se arunca.

IV. Resuspendarea
ADN-ului si
eliminarea ARN-ului

Precipitatul se dizolva in 350 pl NaCl (1,2 M). Se adauga 350 pl cloroform si
se agitd 30 secunde, dupa care se centrifugheaza timp de 10 min. la 10 000 g.
Faza apoasa se transferd intr-un nou tub la care se adaugd 0,6 volume de
izopropanol si se agita.

Separarea precipitatului are loc prin centrifugare timp de 10 min. la 16 000 g. Se
inlaturd supernatantul, iar la precipitat se adaugda 500 pl etanol 70% si se agita
atent.

Probele sunt supuse din nou centrifugarii timp de 10 min., la 16 000 g.
Supernatantul se arunca.

V. Solubilizarea si
pastrarea ADN-ului

Sedimentul ce contine ADN se dizolva in 100 pul apa sterila, deionizata. Solutia
de ADN poate fi pastrata la - 4°C pana la 2 sdptamani, iar la temperatura -
20°C, un timp mai indelungat.

Reagentii necesari:

— Solutie CTAB de extragere:
e 20g/1ICTAB—-4¢

1,4AMNaCl-16,4 g

0,1 M Tris HC1-3,15 g

20 mM Na EDTA- 1,5 g

Se adauga 100 ml apa, pH-ul se aduce la 8,0 cu NaOH 1M. Solutia se aduce

la 200 ml si se autoclaveaza.
— Solutie CTAB de precipitare:
e 5g/ICTAB-1¢g
e 0,04MNaCl-0,5¢g
e Se aduce la 100 ml cu apa, se ajusteaza pH la 8,0 cu NaOH 1M si se aduce
la cotd pana la 200 ml cu apa. Se autoclaveaza.
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EUROPEAN COMMISSION
JOINT RESEARCH CENTRE
World Health Organization

THE ANALYSIS OF FOOD SAMPLES FOR THE PRESENCE
OF GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS. AGAROSE GEL
ELECTROPHORESIS.

Metoda recomandati de Soma si Querci (7The analysis of food samples for the presence
of genetically modified organisms. Agarose Gel Electrophoresis. Session 5, 2004, 18 p.).

TESTAREA PREZENTEI ORGANISMELOR MODIFICATE GENETIC iN
PROBE ALIMENTARE. ELECTROFOREZA iN GEL DE AGAROZA

REZUMAT

Electroforeza ADN-ului este ultima etapd in efectuarea screening-ului PMG. Ea
serveste pentru determinarea puritatii ADN-ului extras si electroforeza produselor
de amplificare PCR (ampliconilor).

Etapele de preparare a gelului:

1. Prepararea gelului cu concentratia 0,8 - 2,0% (0,8 - 1% — ADN genomic,
2% — ampliconi). Tamponul pentru gel se prepara din TBE stoc de 10X
pani la concentratia finala de 0,5X. In functie de concentratia gelului,
se cantareste cantitatea respectivd de agaroza omogenizata cu volumul
necesar de tampon 0,5X.

2. Amestecul se fierbe (3 ori) si se agitd 3 min. Se raceste pana la temperatura
40 - 50°C si se adauga 2 - 4ul EtBr cu concentratia de 10 mg/ml. Amestecul
se agita lent, timp de 1 - 3 min.

3. Gelul se toarnd in camera de electroforezd, in prealabil asamblata si uscata.
Grosimea gelului este de 3 - 5 mm. Polimerizarea depinde de temperatura si
dureaza 30 - 60 min.

4. Pieptencle se scoate, deasupra gelului adaugandu-se apa sau tampon de
migrare, ca sa nu sa se deterioreze godeurile.

5. Gelul este plasat in camera de electroforeza, la care se adauga tampon de
migrare 0,5X TBE.

6. Pentru electroforeza se iau 10 pl proba cu ADN-genomic (3 pl apa, 2 pl de solutie
de diluare a probei 6X (,,loading buffer”) si 5 ul ADN), iar in cazul ampliconilor
—2 ul SDP 6X 51— 8 pl proba PCR si se aplica in buzunaragele gelului.

7. Se recomanda tensiunea de 5 - 10 V/cm.

Reagentii necesari:

Solutia-tampon stoc 10x TBE (1000 ml): Tris(hidroximetil)-aminometan
(Tris) — 54,0 g; acid boric 27,5 g; Na,EDTA 7,44 g. Dupa dizolvarea completa se
aduce la 1000 ml (pH= 8,3).

Solutia-tampon pentru probe 6x (,,Joading buffer”) (10 ml): xilen cianol
FF (0,025 g) si sucrosa (4 g).
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Capitolul 4. DETECTIA PMG LA NIVEL DE EXPRESIE
FENOTIPICA A TRANSGENELOR

Eficienta transformarii genetice, indiferent de metoda de transfer utilizata, este
extrem de redusa. Doar o parte dintre celule pot integra in genomul sdu genele strdi-
ne, iar dintre acestea doar celulele totipotente regenereaza o noua planta transgenica.
Reiesind din aceste considerente, la fiecare etapa a procesului de modificare genetica
sunt necesare sisteme eficiente de selectie, bazate pe gene-marker si gene raportoare.

4.1. Genele-marker si raportoare utilizate in selectia PMG

Selectia celulelor transformate reprezintd o componentd esentiald a unui proto-
col de transformare, genele ,,de interes” fiind cointegrate, In constructiile genetice,
cu genele-marker. In unele cazuri, genele-marker reprezinti in acelasi timp si gene
,»de interes” (de exemplu, genele de rezistenta la erbicide). Frecventa de cotransfer al
ambelor tipuri de gene este de 100% in cazul inlantuirii acestora si de 50%, in cazul
transferului in vectori separati. Ca si genele ,,de interes”, genele-marker sunt puse sub
controlul promotorilor constitutivi: 35S CaMYV, P-nos, P-FMV etc. (fig. 4.1.).

L T ‘r ij ‘ ['
RB PFMV CTP1  gox247 T30 PFMVCTP2 C P43PSPS T-39 LB
-

Promotor: [
Gena: [

Terminator: [ 1

Figura 4.1. Harta liniara a regiunii ADN-T din constructul genetic PV-BNGT04
utilizat in obtinerea rapitei modificate genetic GT73 toleranta la erbicidul glifosat
conferita de doua gene-marker, CP4 EPSPS si goxv247.

(US-Patent-N°: 6 248 876) http.//www.bats.ch/bats/en/index.php

Genele-marker pentru selectia transgenelor sunt genele de rezistenta la an-
tibiotice sau erbicide, care permit cresterea si dezvoltarea celulelor transformate.
Printre cele mai utilizate gene-marker se numara:

e gena npt Il sau neo izolata din transpozonul Tn5 de la E. coli K12. Aceasta
gena codifica neomicinfosfotransferaza 11, enzima implicatd in neutralizarea unor
antibiotice aminoglucozidice ca neomicina si kanamicina. Pentru selectia PMG se
recomanda concentratia de 100 mg/l kanamicina;

» gena spt izolata de la transpozonul Tn5 (Genbank: L19385) codifica streptomi-
cin-fosfotransferaza si ofera rezistenta la streptomicind la concentratia de 1 mg/ml;

e gena npt sau hph (Genbank: VO1499), care codificd enzima higromicin-
fosfotransferaza, izolata de la bacteria E. coli si ofera rezistenta la antibioticul ami-
noglicozidic higromicina B la concentratia 50 mg/l;
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o Fosfinotricin-acetiltransferaza codificata de gena bar ofera rezistenta la bi-
alafos (fosfinotricina sau PPT) (Genbank: A02804). Concentratia recomandata este
de 50 mg/l PPT.

e gena epsps codificd enzima enolpiruvilsikimat-3-fosfatintaza (EPSPS), ce
confera rezistentd la glifosat. Rezistenta plantelor la acest erbicid este conferita si de
gena aroA, care codifica o altd enzimd EPSPS (Genbank: X63374). Selectia in vitro a
celulelor are loc la concentratia de 0,5 mM glifosat.

Tabelul 4.1.
Principalele gene-marker folosite in selectia PMG
Ag:llgclg ede Gena-marker Markerul de selectie
kanamicina nptll (APH3'Il) neomicinfosfotransferaza I1
gentamicind aacC3, aacC4 gentamicin-3-N-acetiltransferaza
higromicina hph, hpt (APH4) higromicinfosfotransferaza
metotrexat dhfr dihidrofolatreductaza
spectinomicina aadA aminoglicozida-3-adeniltransferaza
blasticidina bsr blasticidin S deaminaza
sulfonamida sul dihidropteratsintaza
fosfinotricina bar fosfinotricinacetiltransferaza
clorsulfuron als, csr-1 acetolactatsintetaza
bromoxinil bxn bromoxinilnitrilaza
glifosat gox glifosatoxidaza
2,4-D tfdA 2,4-diclorfenoxiacetat monooxigenaza
ampicilind bla - lactamaza

Genele raportoare sunt gene care codifica proteine/ enzime detectabile in ce-
lule sau extracte celulare, utilizate ca markeri pentru vizualizarea expresiei spatiale
a genelor la un spectru larg de procariote si eucariote.

In calitate de gene raportoare se utilizeaza:

o gena gus (uidA), care codificd enzima S-glucuronidaza, izolata de la E. coli
K12. Conform datelor lui Jefferson R. A. si col. (1987), activitatea enzimei, aflata
sub controlul promotorului 35S CaMYV, este mai activa in tesuturile batrane compa-
rativ cu cele tinere. Reactiile catalizate de enzima GUS sunt:

1. 4-metilumbeliferil-f-D-glucuronida (4-MUG) — 4-metilumbeliferona
(4-MU) + acid glucuronic

2. acid 5-brom-4-clor-3-indolil-p-glucuronic (X-gluc) + apa — acid
uronic + 5-bromo-4-cloroindolil — (5-bromo-4-cloro)indigo

e gena luc, care codifica enzima luciferaza si scindeaza luciferina ca substrat,
rezultdnd bioluminescentd, care poate fi cuantificatd. Gena /uc a fost izolatd de la
o specie de licurici (Photinus pyralis) din America de Nord, fiind exprimata si in
plante. Enzima are masa moleculara de 61 kDa si reprezintd un monomer. Reactiile
de aparitie a luminescentei, in urma oxidarii luciferinei in prezenta ATP, ionilor de
calciu si enzimei luciferaza, au loc in doua etape:
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1. luciferina + ATP — luciferiladenilat + PP,
2. luciferiladenilat + O, — oxiluciferina + AMP + lumina

» gena gfp pentru proteina cu fluorescenta verde (Green Fluorescent Protein
GFP) este izolata de la meduza Aequarea victoria. Se evidentiaza in tesuturi intacte
in vitro i in vivo 1n lipsa oricarui substrat datoritd prezentei unui cromofor fluores-
cent, care emite luminescentd verde in urma excitarii la lumina albastrd sau UV (ma-
ximum de adsorbtie la A = 395 nm). Poate fi fuzionatd cu alte proteine, permitand
monitorizarea transportului si metabolismului acestora. Insa gena gfp, ca si gena luc,
nu se contine in PMG aprobate pentru agricultura biotehnologica, fiind utilizate doar
pentru atestarea transgenezei organismelor utilizate in cercetarile fundamentale.

Pentru viitor, se pune problema eliminarii complete a genelor-marker, care confera
rezistenta la antibiotice si erbicide. Eventualele consecinte negative ale utilizarii acestora
asupra sanatatii omului si protectiei mediului ambiant, precum si riscul insertiei lor in
genomul bacteriilor patogene au stimulat dezvoltarea unor strategii noi de selectie, baza-
te pe procese metabolice celulare endogene — selectia pozitiva (tab. 4.2.).

Cel mai frecvent utilizat sistem de selectie pozitiva la cereale include gena-
marker, care codificd enzima fosfomanoz-izomeraza (man A sau pmi) $si manoza
in calitate de factor de selectie. Celule transformate genetic poseda abilitatea de a
izomeriza manoza-6-fosfat in fructozo-6-fosfat, care poate fi imediat incorporatd in
caile metabolice, in timp ce cele non-transgenice acumuleaza niveluri citotoxice ale
manoza-6-fosfat, inducandu-se astfel incetinirea cresterii si in final moartea celule-
lor (Reed si al., 1999; Brinch-Pedersen si al., 1999).

Tabelul 4.2.

Genele-marker utilizate pentru selectia pozitivi a OMG
(Barcelo si al., 2001; Aragao si al., 2002)

Agentul de selectie Gena Enzima codificata Reactia/ mecanismul de
rezistenta
Manoza manA (pmi)| fosfomanoz-izomeraza EReEp-E- oS rsieag-
6-fosfat
. . . Xiloza utilizata ca sursa de
Xiloza xylA xilozoizomeraza :
CsiH
Permite supravietuirea ce-
Lizina si treonina lysC aspartatkinaza lulelor MG datorita sintezei
metioninei
Intensificarea proceselor de
- lec - embriogeneza somatica si
regenerare
Citochinine sintetizate
4l ool Audl® ipt izopentiniltransferaza IPT—izopentinil AMP
ca precursor al
acestora
. DOGXI Deoxiglucozo-6- DOGR1 ofera rezistenta la
fosfatfosfataza (2-DOG-6-P) 2-deoxiglucoza
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Pentru a evita transferul genelor de rezistenta la antibiotice, a fost elaborat
sistemul Cre-Lox, care reprezintd o recombinare situs-specifica (Du Pont, 1980),
ce permite eliminarea genelor-marker dupa obtinerea PMG la actiunea unor stimuli
specifici (fig. 4.2.). Mecanismul acestui proces consta in clivarea situsurilor lox P,
de catre enzima Cre, care flancheazd ADN-ul-tinta, de exemplu gena-marker. Acest
sistem este inclus 1n linia de porumb LY 038, ce contine gena nptll, inaintatd pentru
aprobare de UE.

ADN-tinti

ADN-tinta (gena-marker)
(gena marker)

o —
M —> A

lox P )
Situsul

lox P
Figura 4.2. Mecanismul Cre/Lox de eliminare a genei-marker din genom
http://www.bio.davidson.edu/COURSES/genomics/method/CreLoxP. html

4.2. Biotestul fenotipic al PMG

Prezenta unor transgene introduse in genomul plantei poate fi atestata la diferite
faze de dezvoltare prin utilizarea biotestelor aplicate atat in conditii in vitro, cat si in vivo.
Vizualizarea fenotipica a expresiei genelor-marker, care confera rezistenta fata de erbici-
de (de exemplu, Basta, Roundup) sau antibiotice (kanamicina, neomicina etc.), precum
si a celor raportoare, prin monitorizarea produselor reactiei enzimatice cu substratul spe-
cific (testul GUS si GFP), reprezintd metode preliminare de screening al PMG.

Testul aplicat plantelor cultivate in vitro se bazeaza pe cresterea si dezvoltarea
materialului vegetal modificat genetic (seminte, explante de frunze, calus etc.) pe
medii nutritive universale sau speciale, suplimentate cu factorul de selectie (erbicid,
antibiotic etc.). In calitate de criteriu de apreciere a prezentei transgenelor servesc
plantele dezvoltate normal, datorita tolerantei fata de agentul de selectie.

Aplicarea testului de expresie fenotipica a alogenelor, la care se poate apela cu
usurintd in lipsa unui echipament si a reagentilor speciali sau in cazul in care acti-
vitatea alogenei se manifestd la o anumitd etapd de dezvoltare, reprezinta selectarea
plantelor cultivate in vivo tratate exogen cu factorul de selectie prin stropire foliara.
In acest caz, plantele susceptibile vor manifesta simptome de cloroza sau necroza.
Spre exemplu, prezenta genei marker npt/I este confirmatd prin imersarea frunzelor
in solutii cu kanamicina, vizualizand procesul de depigmentare a frunzelor. Pentru
selectarea semintelor transgenice se recomandd germinarea lor in prezenta concen-
tratiei 100 mg/l kanamicind, analiza rezultatelor fiind efectuata dupd 1-2 zile, in
baza numarului de seminte germinate ale PMG fata de control.
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Testele bazate pe germinarea semintelor sunt utilizate si pentru testarea si iden-
tificarea soiei rezistente la glifosat Roundup Ready. Se recomanda de germinat se-
mintele timp de 16 ore la temperatura de 25°C, pe un substrat cu concentratia de
0-1,5% erbicid sau timp de o ora, la temperatura de 30°C, pe un substrat cu con-
centratia de 0-0,48% erbicid. In calitate de indici de evaluare servesc: facultatea de
germinare, dimensiunile hipocotilului, radacinii si ale plantei intregi (fig. 4.3.).
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Figura 4.3. Biotestul semintelor de soia RR efectuat in diferite
intervale de timp (3 si 6 zile) (Tillmann si al., 2004)

O metoda fenotipica de detectare a PMG, larg raspandita in transgeneza, o
reprezintd identificarea histochimica a genei gus, bazatd pe evidentierea produsului
de reactie (compus albastru, stabil, bine pronuntat), obtinut in urma activitétii enzi-
mei f-glucuronidaza in prezenta unui substrat cromogen — acidul 5-brom-4-clor-3-
indolil-p-glucuronic sau X-gluc (fig. 4.4. si fig. 4.5.).

|
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Figura 4.4. Detectarea histochimica a Figura 4.5. Testul GUS la plantele
expresiei genei gus in diferite tesuturi transgenice de Arabidopsis thaliana
si organe ale tutunului A. — seminte germinate, B. — inflorescenta,

Activitatea enzimatica este localizatd in meristemele ¢
vegetative si reproductive active, a-d) la bazele flo-
rale si e) In ramurile vegetative emergente

. —silicva, D. — frunza, E. — trihom, F. — celulele
stomatice
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De asemenea, monitorizarea produselor de reactie se bazeaza si pe identificarea
transgenei green fluorescent protein (GFP), care pentru prima datad a fost aplicata
in practica la nematoda Caenorhabditis elegans pentru studiul expresiei genelor in
vivo (Tsien, 1998). Includerea si expresia genei gfp s-a realizat la conifere, citrusi,
Arabidopsis, tutun, grau, porumb si sfecla de zahar. Aceste proteine globulare com-
pacte (se cunosc circa 20 tipuri de GFP cu masa moleculara aproximativa de 27
kDa) servesc drept markeri fluorescenti (fig. 4.6.) ai expresiei genelor in celulele
intacte, in organismele animale, vegetale si bacteriene (3y6oBa, 2003).
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Figura 4.6. Inserarea genei GFP si vizualizarea expresiei acestei gene
http://www.conncoll.edu/ccacad/zimmer/GFP-ww/GFP-1.htm

Identificarea GFP se bazeaza pe prezenta unui cromofor fluorescent (fig. 4.7.),
format ca rezultat al modificarii prin ciclizarea a trei aminoacizi (Ser-Tyr-Gly) din
pozitiile 65 - 67 ale polipeptidului nativ, care emite luminescentd verde (maximum
de absorbtie la 509 nm) In urma excitarii la lumina albastra sau UV cu maximum de
absorbtie la 395 nm (fig. 4.8.).
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Figura 4.7. Structura cromoforului la GFP
(Tsien, 1998)
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Figura 4.8. Detectarea in vivo a proteinei GFP
la diferite organisme (sigeata indica prezenta GFP)

Astfel, utilizarea testelor de selectie bazate pe evidentierea unui marker gene-
tic, respectiv a unei proprietati de care este responsabila gena strdina in planta-gaz-
da, prezinta una din primele etape in detectia PMG, care permite stabilirea prezentei
caracterelor ce confera toleranta la erbicide.
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4.3. Exemple de protocoale

GUS GENE ASSAY IN TRANSFORMED TISSUES

TESTUL GUS APLICAT TESUTURILOR TRANSFORMATE GENETIC
Metoda recomandata de Dr. Paul J. Bottino, 2001
http://www2.biologie.fu-berlin.de/lampart/gp03/GUS _assay.html

Analiza calitativa

Principiul metodei consta in identificarea produselor de expresie a genei GUS
(uidA) printr-un test histochimic. Enzima [3-glucuronidaza codificata de gena uidA
utilizeaza ca substrat acidul 5-bromo-4-cloro-3-indolil-f-glucuronic (X-GLUC), cu
formarea compusului (5-bromo-4-cloro) indigo de culoare albastra intensa si stabila

in apa si in multi dizolvanti.

REZUMAT AL ETAPELOR TESTULUI CALITATIV GUS

Etapa Descrierea etapei
I. Prepararea probei | Pentru analizd sunt luate 1-2 frunze, taiate in sectiuni mici, care se
incubeaza in 0,5 ml X-GLUC (5 mg X-GLUC dizolvat in 1,0 ml
dimetil-formamida, ajustat cu 50 mM NaPO, pH 7,0 pan la volumul
10 ml), timp de 1 ord sau 24 de ore, la temperatura de 37°C.

II. Spalarea probei Spalarea sectiunilor cu etanol de 70% timp de cel putin 5 minute,
iar In cazul tesuturilor lipsite de clorofila sunt necesare 4 ore.
I11. Evaluarea Identificarea produselor de reactie ale transgenei se efectueaza prin
rezultatului prezenta culorii albastre, care poate fi vizualizata cu ochiul liber sau

la microscop.

Test negativ ——» Test pozitiv

Evaluarea rezultatelor testului GUS
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GUS GENE ASSAY IN TRANSFORMED TISSUES

TESTUL GUS APLICAT TESUTURILOR TRANSFORMATE GENETIC
Metoda recomandata de Dr. Paul J. Bottino, 2001
http://www2.biologie.fu-berlin.de/lampart/gp03/GUS _assay.html
http://arabid4.agr.hokudai.ac.jp/ArabiE/protocols/general/transgen/leafgus. html

Analiza cantitativa (Fluorimetric assay)

Principiul metodei consta in cuantificarea fluorometrica la A = 360 nm a com-
pusului fluorescent 4-metilumbeliferona (4-MU) rezultat in urma reactiei enzimatice
dintre GUS si substratul 4-metilumbeliferil-p-D-glucuronida (MUG).

REZUMAT AL ETAPELOR TESTULUI CANTITATIV GUS

Etapa Descrierea etapei
L. Prepararea Se omogenizeaza 100 mg tesut vegetal in 100 pl solutie de extragere (50
probei mM NaPO,, pH 7,0; 10 mM ditiotreitol (DTT); 1 mM Na,EDTA; 0,1%

Sodium Lauryl Sarcosine, 0,1% Triton X 100) in tuburil Eppendorf, care
se supun centrifugarii timp de 5 min. la 4°C la 15 000 rot./min.

II. Incubarea Se incubeaza cu 0,5 ml ImM MUG la 37°C.

ITI. Omogenizarea | Se adauga 50 pl extract la 0,5 ml ImM MUG si se omogenizeaza bine. La
intervale de 30 min. - 1 ora se divizeaza 1n alicote a cite 100 pl, in tuburi
Eppendorf, care contin 0,9 ml Na,CO,0,2 M.

VI. Evaluarea Se masoara fluorescenta probelor la fluorimetru si se determina cantitatea
rezultatelor in nmol a 4-MU. Datele obtinute se exprima in nmol 4-MU/mg proteina/
min.).
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Capitolul 5. ANALIZA MODIFICARILOR GENETICE
LA NIVEL DE PROTEINE

Procesele de obtinere a PMG includ introducerea transgenelor a caror activitate
se manifesta prin codificarea proteinelor specifice sintetizate de novo. Detectarea
acestora prin diverse sisteme analitice cantitative si calitative constituie o cale de
identificare a plantelor modificate genetic.

5.1. Analiza proteinelor prin metoda ELISA

Tehnologiile imunologice, bazate pe utilizarea anticorpilor, au devenit metode
indispensabile in monitorizarea proteinelor sintetizate de transgene. Cel mai des
utilizata este metoda bazata pe folosirea anticorpilor care ,,recunosc” proteinele spe-
cifice, formand complexul antigen-anticorp, care poate fi vizualizat prin addugarea
unui anticorp secundar sau marcat.

Testul de marcare enzimaticad (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
(metoda ELISA) este unul de alternativa PCR (vezi cap. 6.) si permite identificarea
proteinelor (enzimelor) codificate de transgene, cum ar fi, de exemplu, neomicin-
fosfotransgeraza (nptll), EPSPS, proteinele Bt, enzima PAT etc.

Metoda ELISA are ca principiu utilizarea unui marker enzimatic legat de un an-
ticorp, antigen sau haptena (substanta care reactioneaza cu anticorpii, dar nu induce
sinteza de anticorpi — adicd nu determind un raspuns imun). Prezenta markerului enzi-
matic permite detectarea reactiei antigen-anticorp. Deci antigenele sau anticorpii sunt
cuplati covalent cu o enzima (in locul radioizotopului sau fluorocromului). Cuplarea
markerului enzimatic cu antigenele sau cu anticorpii se face cu ajutorul unor molecule
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Figura 5.1. Prezentare schematica a principiului testului ELISA

A — Anticorpii specifici antigenelor se atageaza de suprafata solida;

B — Adaugarea probei in care se pot contine sau pot lipsi antigenele;

C — Adaugarea enzimelor legate de anticorpi si conjugarea lor;

D — Adaugarea substratului cromogenic. In prezenta enzimei se formeaza produsi de
reactie cu culoare modificata, care poate fi masurata spectrofotometric.

104



bifunctionale care leaga cei doi compusi (fig. 5.1.). Evidentierea reactiei antigen-an-
ticorp se realizeaza prin degradarea unui substrat specific (marker enzimatic), urmata
de o modificare de culoare, masurata spectrofotometric. De exemplu, paranitrofenil
fosfatul (galben) se utilizeaza pentru fosfataza alcalina; 3,3°,5,5’-tetrametil-benzidina
(galben) sau 3-Amino-9-etilcarbazolul (rosu) — pentru peroxidaza (tab. 5.1.).

Anticorpii — proteine ,,strdine”, utilizati in astfel de analize, sunt obtinuti in
cantitati suficiente prin sinteza in celulele organismului-gazda (iepuri, soareci etc.)
drept rezultat al injectarii substantei ce urmeaza a fi detectata (de exemplu, proteina
CP4 EPSPS, care confera rezistentd la erbicidul Roundup). Ulterior, anticorpii sunt
purificati si utilizati ca reagenti in detectarea substantelor respective.

Tabelul 5.1.
Substratele enzimatice utilizate in testul ELISA
Solutia- g Lungimea
Substratul tampon/ Reagentul | Solubilitatea | Culoarea_ de undi
R de stopare a | produsului |produsului
primar Substratul reactiei format format pentru
secundar > cuantificare
Fosfataza alcalind
p-Nitrofenil fosfat | Na,CO,, pH 9,8 | NaOH, 2M Solubil Galben 405 nm
(pNPP) cu MgCl,
Bromocloroindolil | NaCl, MgCl,, EDTA Insolubil Negru -
fosfat-nitro albastu | Dietanolamina
Tetrazoliu (BCIP/
NBT)
Peroxidaza
3,3°,5,5"- 30% Peroxid de | Acid sulfuric Solubil Galben 450 nm
Tetrametil- hidrogen 1 M (H,SO,)
benzidina (TMB) (H,0,)
o-Fenil-Diamind | Solutie-tampon | Acid sulfuric Solubil Portocaliu- | 492 nm
(OPD) citrat-fosfat, cafeniu
0,02% H,0,
2,2"-azinodietil- | Solutie-tampon | 20% SDS / Solubil Verde 410 nm,
benztiazolin citrat-fosfat, 50% DMF 650 nm
sulfonat (ABTS) 30% H,0,
Clornaftol 30% H,0, PBS Insolubil Albastru- -
negru
3-Amino-9- 30% H,0, PBS Insolubil Rosu -
etilcarbazol (AEC)
Diaminobenzidina 30% H,0, PBS Insolubil Cafeniu —
(DAB)
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Actualmente, existd mai multe tipuri ale acestei metodologii, $i anume proce-
deul ,,Sandwich” ELISA si ELISA competitiva.

Metoda ,,sandwich” ELISA. O varietate a tehnicii imunoenzimatice este pro-
cedeul ELISA cu utilizarea a doi anticorpi (,,sandwich” ELISA) (fig. 5.2.), fiind
unul dintre cel mai des utilizat in analiza transgenelor. Acest procedeu este rapid si
simplu in efectuare. Daca antigena standard purificatd este competenta, atunci teh-
nologia permite i determinarea cantitativa a antigenului in proba cercetata. Testul
dat necesita doi anticorpi, unul numit anticorp de captare si altul de detectare.
Denumirea ,,sandwich” a acestei variante de ELISA provine de la complexul format
dintre cei doi anticorpi intre care se afld legata antigena. Produsele formate sunt
cuantificate prin masurarea cantitatii de anticorpi secundari legati de matrice, utili-
zand substrate colorimetrice.

" "
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Placd impregnata Adau area \ Adaugarea Adaugarea
cuanticorpi  antigenelor care necesita enzimei conjugate cu substratului
afi cuantificate anticorpul secundar

pm
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M Masurarea |nten5|tat||

colorantului

Figura 5.2. Etapele principale ale metodei ,,sandwich” ELISA
http.//images.google.md/imgres ?imguri=http.//www.chemicon.com/
images/ant101/A2ELIS

Avantajele majore ale acestei tehnologii constau in specificitatea inalta si in
simplificarea etapelor de analiza, iar antigena nu necesita a fi purificata in prealabil
inainte de utilizare. Dezavantajul metodei este ca nu toti anticorpii pot fi utilizati.
Combindrile anticorpilor monoclonali trebuie sa fie similare unei perechi compati-
bile, ceea ce Inseamnad ca ei pot recunoaste separat locurile specifice de legare cu
antigena.

Sensibilitatea testului ,,sandwich” ELISA depinde de patru factori, si anume:

1. Numarul de molecule de anticorpi de captare, care sunt legati de faza solida.

2. Reactivitatea primului anticorp fata de antigena.

3. Reactivitatea celui de al doilea anticorp fata de antigena.

4. Activitatea specifica a anticorpului de detectare.
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Metoda ELISA competitivi. In cazul in care o pereche de anticorpi nu sunt
potriviti pentru scopul propus, exista o alta varietate a tehnologiei imunoenzimatice,
si anume testul ELISA tip competitiv (fig. 5.3.). Pentru utilizarea acestui tip de ELI-
SA, este necesar ca un reagent sa fie conjugat cu enzima de detectie. Enzima poate
fi linkata cu altd imunogena sau anticorp primar.

Placa impregnata Incubarea anticorpilor Adaugarea enzimei Adaugarea
cu anticorpi cu antigene care conjugate cu antigenul substratului
necesita a fi cuantificate

Masurarea DO 1 - / - =
' e Masurarea
Tyt - intensitatii colorantului

Figura 5.3. Etapele principale ale metodei ELISA competitiva
http://images.google.md/imgres ?imgurl=http.//www.chemicon.com/
images/ant101/A2ELISA

Informatii privind diverse aspecte referitoare la metodele ELISA de testare
a PMG sunt accesibile pe site-ul /itip.//biotech.jre.it/home/ict/methodsdatabase.
htm#Database, care include urmatoarele sectii:

1. ,,General Data” — contine informatii generale despre PMG.

2. ,,ELISA Methods Data” — include informatia despre metoda, tipul de analiza
necesar pentru efectuarea testarii, descrierea proteinelor si anticorpilor.

3. ,,Validation Data” — referinta la articole sau raportul de validare.

Limita de detectie in cazul metodei ELISA variaza intre 0,1 - 5,0% din continu-
tul total de proteine solubile. Cel mai des, testul ELISA este utilizat in detectia soiei
RR, care contine proteina CP4-EPSPS, metoda implementatd in 38 laboratoare ale
UE si1 Elvetiei, si a porumbului Mon 810, ce contine proteina Cry1(AB), implemen-
tata in 20 laboratoare din 20 de state.

Actualmente, diferite companii comercializeaza kit-uri pentru testul ELISA
in scopul detectarii proteinelor specifice din produsele agricole. Frecvent utilizate
sunt kit-urile destinate identificarii unor proteine precum Bt, CrylAc, Cryl1C, Cr-
y3A, Cry2A, Cry9C, CP4 EPSPS si PAT.
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5.2. Analiza proteinelor prin testul ,,Lateral Flow Sticks”

Testul ,,Lateral Flow Sticks” reprezinta o metoda calitativa si semicantitativa
de determinare a proteinelor ,,strdine” (de exemplu, CP4-EPSPS). Utilizarea acestei
analize permite cuantificarea pand la 0,15% PMG in lotul analizat, la un nivel de
incredere de 99%.

Metoda data poate fi utilizatd pentru detectarea PMGQG, folosind ca material de
cercetare frunze, seminte sau boabe. Panglicile din hartie sau plastic servesc drept
suport pentru captarea anticorpului si reprezinta locul de reactie. Principiul meto-
dei consta in reactia de culoare obtinuta la interactiunea dintre complexul proteina
,,straind” - anticorp si reagentii specifici de colorare. Aparitia a doud benzi de culoa-
re rogiatica denota prezenta proteinei cautate (test pozitiv), iar depistarea doar a unei
benzi (linia de control) denota lipsa acesteia (test negativ) (fig. 5.4.).

_—me—— 1 —>
f—l—— 2
Test pozitiv Test negativ

Figura 5.4. Rezultatul schematic al testirii prin
metoda ,,Lateral Flow Sticks”

1 — linia de control.
2 — linia ce denota prezenta proteinei cautate.
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5.3. Exemple de protocoale

EUROPEAN COMMISSION
DIRECTORATE GENERAL JRC
JOINT RESEARCH CENTRE
INSTITUTE FOR HEALTH AND CONSUMER PROTEC

VALIDATION OF IMMUNOASSAY FOR DETECTION AND
QUANTIFICATION OF GENETICALLY MODIFIED SOYBEAN IN FOOD
AND FOOD FRACTIONS USING

IDENTIFICAREA SOIEI TRANSGENICE PRIN METODA ELISA

Metoda propusa de ciatre Lipp, Anklam si Stave
(Reference Materials. Journal of AOAC International, 2000, 83, p. 919-927)

si descrisa de Eyquem (The analisis of food samples for the presence of
genetically modified organisms, Session 12, Quantitative detection of Roundup
Ready® Soybean by ELISA, 21 p.).

Principiul metodei constd in detectarea imunoenzimatica a proteinei CP4-
EPSPS, care se afld la linia de soia Roundup Ready®. Aceasta metoda permite de-
tectarea proteinelor in limitele 0,05 - 5% (w/w) in produsele alimentare, care contin
soia transgenica, procesate la temperatura nu mai mare de 65°C si nu mai mult de 60
min. Pentru testare se utilizeaza kit-ul (GMO food ingredient testing soia kit user’s
guide strategic diagnostics, Inc. Rev., 052099, Vers. 1.8.), destinat analizei imuno-
enzimatice a mediului de incubare in limitele de temperatura 15 - 30 °C.

Extragerea proteinelor se realizeaza din 0,5 g material in 4,5 ml tampon de
extractie, urmata de agitare timp de 10 secunde si de centrifugare la 5 000 rot./min.,
timp de 15 min. Colectarea supernatantului se efectueaza la temperatura de 2 - 8°C.
Diluarea probelor se face in raport de 1 : 300 sau 1 : 10.

Procedura ELISA include urmatoarele etape:

e probele, materialul de referinta standard si solutia-tampon se adauga in go-
deurile placii de efectuare a reactiei (volum 100 pl);

e incubarea probelor timp de 1 ora, la 37°C;

o spalarea de trei ori cu solutie-tampon,;

o prepararea si distributia anticorpilor conjugati in fiecare godeu al placii des-
tinat testarii (volum 100 pl);

* incubarea probelor timp de 1 ora, la 37°C;

e spdlarea de trei ori cu solutie-tampon;

e distribuirea solutiei de colorare in fiecare godeu (volum 100 pl);

* incubarea probelor timp de 10 min. la temperatura camerei;

o distribuirea solutiei de stopare (stop solution) in fiecare godeu (volum 100 pl);

e masurarea absorbtiei probelor din placile imunoenzimatice la A =450 nm.
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PRC-ELISA FOR THE CAMV-35S PROMOTER AS A SCREENING METHOD FOR
GENETICALLY MODIFIED ROUNDUP READY SOYBEANS

SCREENING-UL OMG PRIN METODA PCR-ELISA DUPA PROMOTORUL 35S CaMV

Metoda recomandata de Brunnert, Spender si Borrchers (PCR-ELISA for the
CaMV-35S promoter as a screening method for genetically modified Roundup
Ready soybeans. Eur Food Res Technol, 213, 2001, p. 366-371).

Principiul metodei constd in hibridizarea specificd a produsului de amplificare
PCR biotinilat cu probe dioxogenilate, colorimetrate prin imunodetectare prin metoda
ELISA. Metoda permite detectarea la 0,1 ng ampliconi timp de 2 ore.

Izolarea ADN-ului se recomanda de efectuat dupa metoda standard CTAB sau
Wizard. Secventa primerilor 35S CaMV este accesibila in baza de date Geen Bank
(V00141) si publicatia respectivd (Brunnert, Spender si Borrchers, 2001). Primerul
35S3-Bio contine la capatul 5° biotind. Produsul de amplificare este 191 pb in cazul
combinatiei primerilor 35S3-Bio/35S2 si 136 pb — in cazul combinatiei primerilor
35S3-Bio/35S4-Dig. Limita de cuantificare este cuprinsa intre 0,1-2%.

Mixul de reactie (volum final 25 pl)

Reagentul Concentratia
AmpliTaq gold DNA polimeraza 0,5u
tampon 10X 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,5 uM
primer 0,4 uM
ADN 1l
Programul PCR
Etapele PCR Conditiile
1. | Denaturare 95°C/10 min.
Denaturare 95°C/30 sec.
30-35 T S
. . | Extinctie 55°C/30 sec.
2. | cicluri :
Elongare 72°C/60 sec.
3. | Elongare finala 72°C/5 min.

Produsele de amplificare sunt separate in gel de agaroza de 1%, ce contine bromura
de etidiu. Produsele de amplificare PCR sunt supuse procedeului Southern blot si ELISA.
Pe parcursul procedurii PCR-ELISA, produsele biotinilate PCR sunt legate la streptevidina
atasatd la suprafata placii de microtitrare. Dupa hibridarea probei 35S4-Dig si imunodetec-
tiei ulterioare prin metoda ELISA cu enzima conjugata anti-Dig-Fab-fragment, convertirea
p-nitrofenilfosfatului in p-nitrofenol rezulta in semnal-ELISA la A = 405 nm, care este
proportional cu cantitatea produselor PCR imobilizate.
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TRAIT RUR LATERAL FLOW TEST USER GUIDE
TESTAREA PMG DUPA METODA »LATERAL FLOW STICKS”
Metoda recomandata de Strategic Diagnostics Inc., 2002
www.sdix.com/PDF/Products/
/7000026%20User%20Guide%20TraitChk%20Bt1%205min%20LeafSeed%20100
T%20v1.0.pdf

Principiul metodei consta in cupla-
rea anticorpilor specifici pentru proteina
transgenica CP4-EPSPS cu reagentul co-
lorat de la unul din capetele panglicii des-

tinate testului ,,Lateral Flow Sticks”. Cand ETED
fasia este imersata intr-o cantitate mica de g '
extract al PMG ce contine proteina respecti- B N
va, anticorpii sunt legati de colorant. Fasi- % EE |
ile contin doud zone de captare, una pentru \Y@ EE

proteinele codificate de transgena respec-
tiva, alta pentru manifestarea colorantului
specific. Prezenta unei singure linii (linia
de control) pe membrana indica testul ne-
gativ, iar prezenta a doud benzi — testul
pozitiv.

Prima etapa a procedeului ,,Lateral Flow Sticks” este prepararea probei. Se-
mintele de soia au greutati diferite (0,076 - 0,293 g). Se recomanda efectuarea urmato-
rului calcul: se aleg 100 seminte, care se cantaresc pe cantarul cu precizia de 0,01 g si
se afla media masei acestora. Se clasifica semintele dupa greutate. De exemplu, 100
seminte au masa de 1500 g, respectiv media va fi de 0,15 g. Se inmulteste cifra 0,15
cu numarul de seminte din fiecare grupa.

Clasificarea
Numarul de seminte de soia 60 125 250 700
Greutatea 9,00 18,75 | 37,50 | 105,0

Tabelul de mai jos contine informatia privind volumul de apa adaugat si timpul
necesar pentru mojararea materialului.

Numarul de seminte Volumul de apd (ml) Timpul de mojarare (sec.)
60 70 10
125 70 10
250 140 20
700 350 30
1000 700 30

Se iau 0,5 ml extract din proba si se transfera intr-un tub de 1,5 ml in care se plasea-
za un capat al fasiei si se mentine 5 minute. Aparitia a doud linii indica testul pozitiv.
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DOUBLE ANTIBODY SANDWICH ELISA PROCEDURE (DAS-ELISA)
PROCEDURA DOUBLE ANTIBODY SANDWICH ELISA (DAS-ELISA)

Metoda recomandata de GreenPeace
Www.greenpeace.org/raw/content/espana/reports/que-cantidad-de-toxina-bt-pro.pdf

Principiul metodei constad in determinarea cantitativa a proteinei Bt (CrylAb)
in porumbul MG MONS&10 prin metoda DAS-ELISA.

Etapele de analiza includ:

Prepararea probelor. Frunzele de porumb se congeleazad la temperatura
de -20°C pentru pastrare. Pentru analiza se iau 200 mg tesut vegetal omogenizat cu
3 ml solutie-tampon de extragere PBST (www.agida.com, SUA). Ulterior, 1,75 ml
omogenat se toarnd in tubul de reactie cu volumul de 2 ml, se centrifugheaza timp
de 10 minute la 12 mii rot./min. Supernatantul obtinut, utilizat pentru analizele ulte-
rioare, este transferat in alt tub, de 1,5 ml.

Testul ELISA. La 15,5 ul IgG nediluata se adauga la 25 ml tampon (50 mmol/I
carbonat, NaN, 3 mmol/l, pH 9,6), amestecat bine. Apoi, 220 pl solutie IgG si solu-
tie-tampon se pipeteaza in godeurile placii de imunoprecipitare, fiind acoperite apoi
cu parafilm si incubate la 30°C, pentru 4,5 ore. Dupa aceasta, solutia-tampon este
transferata intr-un alt vas destinat colectarii, placa fiind spalatd de doua ori cu apa
deionizatd si apoi uscata.

Prepararea cubei de calibrare si probelor. 100 mg/ml proteina standard
Cryl Ab este diluata in concentratii diferite (0,1-0,00001 pg/ml). 200 ul omogenat
si concentratiile de referintd se adaugd in godeurile placii, acoperite apoi cu parafilm
si incubate la temperatura de 10°C, timp de 16 ore.

Dupa incubare, omogenatele cu proba se toarna in vase de colectare, godeurile
clatite cu apa deionizatd utilizand pipeta multicanal (fara a ramane picaturi de apa).

Prepararea solutiei de conjugare (SDC) si spalarea: SDC are urmatoarea
componentd: 0,05 g albumina serica bovina, 0,5 g polivinilpirolidona (PVP), 0,005 g
MgCl,, 12,5 pl Tween 20, 25 ml PBS (fosfat 10 mmol/l, NaCl 137 mmol/l, KCl1 2,7
mmol/l, NaN, 3 mmol/l, pH 7.,4) si 16,5 ul AP-marcat cu Ig.

200 ul SDC se pipeteaza in fiecare godeu, ulterior placa este acoperita cu pa-
rafilm si incubatd la 30°C, 5,5 ore. Dupa incubare, solutia este aruncata in vasul de
colectare, placa spalata de 7 ori cu solutie PBST cu ajutorul pipetei multicanal. Se
recomanda ca solutia PBST sa stea in godeu 1 minut, dupa care solutia este inlatu-
rata (fard a rdmane picaturi de apa).

Adaugarea solutiei-substrat preparata conform retetei: 25 mg 4-nitrofenil-
fosfat diluate in 25 ml solutie (DEA 1 mol/I, NaN, 3 mmol, pH 9,8) si amestecate
3 minute. Fiecare godeu al pldcii este umplut cu 200 pl solutie substrat cu ajutorul
pipetei multicanal.

Evaluarea rezultatelor. Dupa colorarea solutiei, placile sunt supuse analizei
la Microplate reader computer, pentru a masura densitatea opticd si a determina
concentratia proteinei Bt.
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Capitolul 6. IDENTIFICAREA OMG LA NIVEL DE ADN —
ANALIZA CALITATIVA

In detectia si identificarea modificarilor genetice se utilizeaza in mod prepon-
derent metode de analizad bazate pe reactia de polimerizare in lant (PCR). Metodele
date se caracterizeaza prin sensibilitate si eficienta Tnalta.

6.1. Analiza PCR

Reactia de polimerizare in lant (Polimerase Chain Reaction — PCR) a fost
elaborata in 1983 de catre K. Mullis si reprezintd o metoda de replicare in vitro a
unei regiuni de ADN cu o secventd nucleotidicd cunoscutd pentru atagarea primeri-
lor in prezenta ADN-polimerazei, care foloseste una dintre catene ca matrice pentru
sinteza catenei complementare noi.

Initial, molecula de ADN este denaturata prin majorarea temperaturii, apoi are
loc racirea pana la temperatura de aliniere a primerilor la regiunile-tinta, iar polime-
raza asambleaza nucleotidele (ANTP) conform principiului de complementaritate
(fig. 6.1.). Astfel, in urma PCR, dintr-o molecula de ADN se pot obtine milioane de
copii de fragmente specifice numite ampliconi.

1 molecula de ADN

Primer sens dNTP l
sssssp> FEEEEEEEEEEN
1 ............‘llll
l dNTP l Primer antisens

s EEEEEEEEEEEE ssssd pEEEEEEEEEEER

EEEEEEEEEEEE gennn EEEEEE RN s

Figura 6.1. Schema generala a reactiei PCR

Reactia PCR se realizeaza intr-un aparat special numit amplificator sau ter-
mocicler, in conditii de sterilitate maxima a incaperii in care se lucreaza. Solutia de
reactie (mixul) contine un complex de componente:

1. ADN-tinta. Cantitatea de ADN utilizatd in calitate de matrice depinde de
marimea genomului analizat (0,1 - 1 pg/50 pl mediu de reactie). Surplusul
de ADN poate inhiba reactia.

2. ADN-polimeraza (cel mai des se utilizeazad Tag-polimeraza, izolata de la
bacteria Thermus aquaticus) — enzime termostabile, active la temperaturi
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de 75 - 85°C (rezistente la 95°C). Pentru o reactie se utilizeaza intre 0,5 - 2,5
unitati enzimatice.

Solutia-tampon pentru enzima ADN-polimeraza. Parametrii acestui
mediu depind de tipul de enzima utilizata. Solutia-stoc se comercializeaza in
concentratia de 10X i contine KCI sau MgCl, si Tris HCI cu pH-ul optimal
pentru activitatea enzimei (circa 8,3). Ionii de Mg** stimuleaza activitatea
enzimei, insa excesul lor (concentratia de 10 mM inhiba enzima cu 40 - 50%)
poate scadea specificitatea enzimei. Se recomanda concentratia de 1,5 - 5,0
mM ioni Mg?*.

dNTP reprezinta cele patru tipuri de dezoxiribonucleotide (ATP, GTP,
CTP, TTP) necesare 1n cantitati egale pentru sinteza ampliconilor ADN.
Concentratia recomandata este de 20-200 uM (0,2 mM). Daca numarul
de cicluri este mai mare, atunci concentratia poate fi majorata pana la 500
uM.

Apa se utilizeaza pentru ajustarea volumului reactiei pana la 10 - 100 pl. Se
recomanda de utilizat apa bidistilata, autoclavata si trecutd prin filtre speciale
(milipor). Pregatirea mediului are loc in tuburi sterile de tip Eppendorf.
Primerii (tab. 6.1.) sunt secvente scurte de ADN monocatenar (8 - 25
baze), complementare cu regiuni specifice ale ADN-ului, care necesita a fi
replicate. Primerii sens §i antisens trebuie sa posede temperaturi de topire
cu valori apropiate §i o succesiune a nucleotidelor terminale care sa evite
alinierea lor reciproca. Pentru 30 de cicluri de amplificare este suficientd o
cantitate de 1 uM primer.

Design-ul primerilor reprezinta un aspect crucial in succesul PCR si se realizea-

za cu utilizarea programelor software (Meyer, 1995), conform anumitor criterii:

specificitatea maxima a primerilor;

lungimea primerilor nu trebuie sa depaseasca 18-30 nucleotide;

evitarea primerilor bogati in G si C, repetitivi sau secvente autocomplemen-
tare;

selectarea primerilor cu temperatura 1nalta de aliniere;

evitarea utilizdrii primerilor - dimeri.

Procesul de replicare sau amplificare decurge conform unui program cu para-

metri strict determinati (fig. 6.2.):

1. Ciclul 1. Denaturarea initiala a ADN-ului, care decurge la temperatura de

95°C timp de 1 - 5 minute. In aceasti etapa catenele de ADN se despiralizeaza.

2. Ciclul II include trei pasi:

o Denaturarea are loc la temperatura de 95°C si dureaza de la 30 secunde pana

la 2 minute (daca raportul G/C este prea mare, atunci denaturarea decurge pe
parcursul a 3 - 4 minute).

o Alinierea dureaza de la 30 secunde pana la 2 minute, iar temperatura de aliniere

(7a) depinde de temperatura de topire a primerilor (7m).
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Tabelul 6.1.
Lista celor mai utilizati primeri in testarea PMG
si marimea produselor de amplificare (ampliconilor)
(CORESTA, Baza de date JRC)
http://www.biotech.jrc.it/home/ict/methodsdatabase. htm#Database

Nr. Marimea
d/o Denumirea primerului amplico- Succesiunea nucleotidica a primerului
nului
1. 5'-GCTCCTACAAATGCCATCA-3’
358 CaMV 195pb |5 GATAGTGGGATTGTGCGTCA-3’
2. 5'-CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG-3’
358 CaMV 123pb | 5 TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTCC-3’
3. 5'-CCTACAAATGCCATCATTGCG-3’
358 CaMV 207pb |5 GGGTCTTGCGAAGGATAGTG-3’
4. 5'-AAGGGTCTTGCGAAGGATAG-3’
358 CaMV 227pb |5 AGTGGAAAAGGAAGGTGGCT-3’
5. 5'-GCTCCTACAAATGCCATCA-3’
358 CaMV 195pb |5 GCCCATCTGCAAGCCTTTTTGTG-3'
6. . 5 GAA TCC TGT TGC CGG TCT TG-3’
NOS-terminator 180pb |5 TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA-3'
7. S . 5'GCATGACGTTATTTATGAGATGGG-3"
RUZ4IILELLS P | 5"GACACCGCGCGCGATAATTTATCC-3"
8. Higromicin fosfotransferaza 839 pb 5" CGC CGATGG TTT CTA CAA-3’
(hph) p 5" GGC GTC GGT TTC CAC TAT-3’
9, L 5'-CGCCGATGGTTTCTACAA-3’
Higromicinfosfo-transferasa 839 pb 5"-GGCGTCGGTTTCCACTAT-3
10. 5'-CTCTCGCCGTTCATGTCCGT-3’
CrylIA (b) 211pb | 5. GGTCAGGCTCAGGCTGATGT-3’
11, | Regiunca 3’ deft ‘;Z’ZJ’:“:%‘;S 1700h | 5 -TCGAAGGACGAAGGACTCTAACG-3'
& P § p 5"-TCCATCTTTGGGACCACTGTCG-3’
CaMYV promotor
12| oot Z:Jffie';‘;”‘:c(’;,' AAT'; 355 | 200mp | T25-F7 5 -ATGGTGGATGGCATGATGTTG-3'
4o § p T25-R3 5-TGAGCGAAACCCTATAAGAACCC-3’
CaMYV terminator
13. Neomicinfosfotransfe- 173 pb 5: GGATCT CCT GTC ATC T-3 ',
raza (nptll ) P 5" GAT CAT CCT GAT CGA C-3
14. 5'-CTCACCTTGCTCCTCCGAGA-3’
nptll 215pb | 5".CGCCTTGAGCCTGGCGAACAG-3’
15. . 17306 |3 -GGATCTCCTGTCATCT-3’
np p 5"-GATCATCCTGATCGAC-3"
16. Poligalacturonaza (PG) si 350pb |3 -GGATCCTTAGAAGCATCTAGT-3'
'NOS-terminator p 5"-CATCGCAAGACCGGCAACAG-3’
17. Poligalacturonaza si NOS- 351 pb 5'-GGATCCTTAGAAGCATCTAGT-3’
terminator p 5"-CATCGCAAGACCGGCAACAG-3’

e La aceasta etapd primerii sunt atasati la catena de ADN-matrice. De obicei, in
majoritatea cazurilor 7a este de 55 - 65°C. Daca 7a va fi mai mare decat cea
recomandata, atunci amplificarea nu va avea loc, iar in cazul in care ea va fi mai
mica, vor apdrea ampliconi nespecifici. Se recomanda ca 7a sd fie cu 1 - 5°C
mai mica decat 7m. Valorile Tm se calculeaza dupa formula:

[Tm=2(A+T)+4(G+C)|
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o Extinctia (elongarea) reprezintd sinteza catenelor complementare de catre
ADN-polimeraza. De obicei, aceasta reactie decurge la temperatura de 72 -
75°C. Timpul de elongare depinde de lungimea fragmentului amplificat, fiind
de circa 1 min. Enzima are o viteza de asamblare de 2 - 4 kb/min.

Numarul de repetari variaza intre 25 - 40 si depinde de concentratia solutiei de amplificare.
3. Ciclul III. Extinctia finald dureaza 5 - 15 min., la temperatura de 72 - 75°C. Daca
in ADN predomina A si T, temperatura recomandata este de 60°C.

In urma efectuirii reactiei PCR se obtin ampliconi, a ciror mirime depinde
de distanta la care s-au aliniat cei doi primeri §i se exprima in perechi de baze (pb).
Ampliconii pot fi pastrati la 4°C, iar timpul de pastrare trebuie redus la minim.

Pentru confirmarea reactiei PCR, se utilizeaza doua tipuri de teste:

o testul pozitiv, i

o testul-negativ.

['CR : Polymerase Chain Reaclion

30 — 40 cicluri

;" r‘rz,'.T| Ub i J)C\ AT ATrATT, / Pasul I: Denaturarea
A A Jr‘iu}'-'}*l_#*" i

1 minut, 94°C
T an ITﬂlrnTﬂTl'l Tl'l'ﬂ| TR

A g g A J\u Lyl gy Jl,'-\J__

T T 7T e Wi, WA T - Pasul I: Alinierea
sy s v L
IJlI.LI_ -I.L \.;‘y T:Im
1;-‘ "'I'-}

g L
Primeri sens

My
1 J.L||_1|]l_!,|r-J J.L”_ ll”-',]J_Lll’m‘l._" ]Jll.-lu 1L I_UJ_J_J-'J'LLj si antis;:lls

45 secunde, 54°C

Wrrﬂ”"' '|Tfl T T~ Wi Ty 2
I - ‘"TTJII Ll I]I]_ Pasul I11: Extensia

~ - | . d
I . . S 4 2 minute, 72°C

“ﬂ[‘]‘ "'r“|| -|[|[""1 i I_ -
o UL Ly g J_IJMJU Iyt J‘“_Jjﬁl\l

Figura 6.2. Prezentare schematica a reactiei de polimerizare in lant

In calitate de test pozitiv se comercializeaza diverse kit-uri cum ar fi GMO Ge-
nomic DNA Standard Set, care includ ADN-ul de la porumbul transgenic GA21,
CBH-351 si NK-603. Fiecare proba contine 250 ng de ADN, ce insumeaza diverse
elemente transgenice: 35S CaMV promotor (NK-603 si CBH-351) si NOS-termi-
nator. in calitate de fest pozitiv poate fi utilizat si ADN-ul extras din linii de plante
transgenice sau vectori de transformare, utilizati in obtinerea PMG, cum este, de
exemplu, pCambia 3300, care contine gena bar (fig. 6.3.).
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bar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C(H)

Figura 6.3. Electroforeza produselor de amplificare ale genei bar
M — Marker, C(+)— control pozitiv (plasmidul pCambia 3300)

Testul negativ reprezinta proba care contine toate componentele necesare pen-
tru PCR, cu exceptia ADN-ului. Daca Tn urma efectuarii reactiei apar ampliconi,
rezulta ca sunt nesterili reagentii, vesela.

6.2. Screening-ul general al PMG

In ultimul timp sunt elaborate diverse variatii ale metodei PCR de detectie a
PMG, inclusiv Multiplex PCR, care permit identificarea mai multor secvente de
ADN in aceeasi reactie de amplificare (fig. 6.4.). Insa cel mai frecvent utilizata ra-
mane a fi metoda clasica a reactiei PCR, cu utilizarea primerilor complementari cu
secventele genetice incluse in genom (de obicei, promotor si/sau terminator) si ana-
liza rezultatelor n baza electroforezei
ampliconilor obtinuti.

In majoritatea cazurilor, in trans-
formarea genetica a plantelor se utili- | 1 1 |
zeaza promotorii 35S CaMV, NPTII,
Act, iar in calitate de secvente termi-
nator al transcriptiei — NOS termina- Ampliconul 1 ===p> —m —
torul genei nopalinsintaza din plasmi-
da Ti al 4. tumefaciens (vezi cap. 1.),
ceea ce a determinat utilizarea acesto- Ampliconul 2 ===p> — —
ra pentru detectarea sau screening-ul
PMG.

Utilizarea  acestor elemente
transgenice in detectia PMG poseda

Multiplex
PCR simplu PCR

atat avantaje, cat si dezavantaje (tab. Figura 6.4. Exemplu comparativ
6.2.), care trebuie luate in considera- al rezultatelor obtinute prin PCR clasic
tie la efectuarea analizelor. si Multiplex-PCR

Testarea PMG dupad secventa 35S
CaMYV permite detectarea tuturor liniilor de soia, orez si unele linii de porumb MG.
Testul dupa doua secvente, 355 CaMV si NOS, permite identificarea tuturor liniilor
de porumb, soia, orez, tomate, sfecla de zahar si a unor linii de bumbac. Detectarea
simultana a secventelor NOS si 35S CaMV, in plantele supuse testarii, sporeste proba-
bilitatea identificarii alogenelor (tab. 6.3.).
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Tabelul 6.2.
Aspecte comparative ale elementelor transgenice continute in PMG
WWW. COI‘@SfCl.Ol‘g

Secventa Avantaje Dezavantaje
358 CaMV Sunt in majoritatea PMG . . .
= T = Nu este detectat in toate cazurile posibile
promotor Exista tehnologii de identificare bine puse la punct
Putine culturi sunt afectate de virusul ce contine 35S [Poate avea omologi endogeni
nptll Nu este detectat in toate cazurile posibile
Marker utilizat des in PMG Se contine in bacterii

Poate avea omologi endogeni

NOS terminator Comun pentru multe PMG Nu este detectat in toate cazurile posibile
Exista metode de detectare bine puse la punct Se contine si in Agrobacterium
Transgene specifice |Sunt specifice fiecarei linii de PMG Uz limitat
Tabelul 6.3.

Detectarea unor linii de PMG cu ajutorul secventelor
35S CaMV si NOS terminator
(Elke Anklam si al., 2002)

Linia | 358 CaMV | NOS
Tomate
Flavr Savr 4+ -
B, Da (TGT4)F + +
1345-4 + +
8338 + =
35 1IN - -
Event 5345 s ?
Soia
Roundup Ready + +
Porumb
Bt 11 4 +
MON 810 + +
NK 603 + +
Bt 176 + o
T 14, 25 + -
GA 21 - +
MON 863 + +
B 16 + -
MS 3 I ¥
MON 809 + +
Bt xtra + -
CBH 351 + +
MS 6 I ¥
MON 830 + +

Nota: ,,+” secventa este prezentd, ,,— secventa lipseste, “?”” — nu se cunoaste

Eforturile savantilor biologi din intreaga lume sunt orientate spre acumularea de
rezultate si spre completarea bazelor de date, care servesc la cercetari fundamentale si
aplicative. Astfel, sunt cunoscute secventele diferitor primeri $i dimensiunea ampliconilor
obtinuti in urma reactiei PCR pentru detectarea mai multor PMG (tab. 6.4.).
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Tabelul 6.4.

Secventa primerilor si dimensiunea ampliconilor obtinuti in urma reactiei
PCR pentru detectarea PMG (Hemmer, 1997)

Secventa-tintii Primer 1 (5=>3’) Amplicon Culturile PMG
ik Primer 2 (5" =>3") (pb) detectate

PG antisens AGGGGAAAGTGGAAAACCATC 577

P-35S CCACTGACGTAAGGGATGACG

PG antisens TTTGGAGCTAAGGGTGATGGA 47

P-358 AGTTCATTTCATTTGGAGAGGACA

PG sens GAAGATCTGCATGGACCTGAAAA a7 T

P-35S AGTTCATTTCATTTGGAGAGGACA QITELL

nptll GAACTCGTCAAGAAGGCGATA 043

P-nos GTTCAAATGCGCCTAAGGTCA

gena IITA CTACTGATTACGGTGCTGCTA 658

nos 3’ TGAATCCTGTTGCCGGTCTTG

P-35S CCACTGACGTAAGGGATGACG 502 i

PVX cp CCAGTTCCATACCACTGGAGC BXHD

P-35S TGATGTGATATCTCCACTGACG 172 -

CTP (CP4 epsps) TGTATCCCTTGAGCCATGTTGT ola

P-35S ATCATTGCGATAAAGGAAAGGC 540

dhfr CTGCCTCCGACTATCCAAACCA b b

P-35S ATCATTGCGATAAAGGAAAGGC I orum

dhfr AAAGCCACAAAAGTCCCAT

P-35S CAATCCCACTATCCTTCGC 390 S

nos 3’ CATCGCAAGACCGGCAACAG QUTELL

cat TTTGTATTCTGAGCATAGTGA 623

lacZ ATAGCGACGAGAGTTAG - .

Kat A CAGCGACTTGAGAAAAACGAGTG - icroorganisme

cat TGTCAGATAGGCCTAATGACTG

nptll TATCGCCTTCTTGACGAGTTC 401

ocd CTGTGGCGGGAACTCCACGA Tomat

ocd CGATCCTGAGCGACAATATGA P omate

gena ITTA TAGCAGCACCGTAATCAGTAG

als CAGGTCAAGTGGCACGTAGGATG 42 F,
GGCTGCTTGTTCTTTCCAATCT e

aphlV (higromicin- CGCCGATGGTTTCTACAA 839 Cartof

fosfotransferaza) GGCGTCGGTTTCCACTAT QIR0

barnase CTGGGTGGCATCAAAAGGGAACC @
TCCGGTCTGAATTTCTGAAGCCTG b b

N TCAGAAGTATCAGCGACCTCCACC 235 orum
AAGTATGATGGTGATGTCGCAGCC

us TCCGTAGAAACCCAACC 674 —

g GCTAGCCTTGTCCATTG apaia

U ACGTCCTGTAGAAACCCCAA 1097
g CCCGCTTCGAAACCAATGCC L 5
ol GAACAAGATGGATTGCACGC — ucerna

P GAAGAACTCGTCAAGAAGGC

GGATCTCCTGTCATCT
nptIl GATCATCCTGATCGAC 173 Tomate, cartof
— GGTGCCCTGAATGAACTG -

P TAGCCAACGCTATGTCCT . Mi .
ol CTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAG P croorganisme

P AAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCAT
- CCGACCTGTCCGGTGCCC 475 -

P CCGCCACACCCAGCCGGCC oLt
PG CGTTGGTGCATCCCTGCATGG 180 (380)a S
(poligalacturonaza) GGATCCTTAGAAGCATCTAGT OI1ARE

CTTTTTGGTTAGCGAATGC
Cellase CTACCATGGTAGCTAATTTC 880 Tutun
B , GAATCCTGTTGCCGGTCTTG .
Tnos (=nos 37) TTATCCTAGTTTGCGCGCTA 180 Soia
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Doar pentru identificarea liniilor de porumb modificat genetic (tab. 6.5.) sunt
selectati numerosi primeri folositi in functie de tipul transgenelor utilizate.

ZE02

GTC GCA GTGACATTG TGG CAT

antisens

Tabelul 6.5.
Lista primerilor utilizati pentru detectarea PMG
(Lih-Ching Chiueh si al., 2002)
. ar Ampliconul
Primerul Secventa 5°-3 Transgena (vb)
CDPK-cry 03| CTC TCG CCG TTC ATG TCC GT ¢ DPR-pro/
211
) crylA(b)/
CDPK-cry 04| GGT CAG GCT CAG GCT GAT GT PTEETe
HSO1-cry AGTTTC CTTTTT GTT GCT CTC CT hsp70/ sens
194
crylA(b)/
CRO1 GAT GTT TGG GTT GTT GTC CAT e
CMO03 CCTTCG CAA GAC CCTTCCTCT ATA | CaMV/ sens
231
PAO1 AGA TCATCA ATC CAC TCT TGT GGT G |pat/ antisens
T25 1-5° GCC AGT TAG GCCAGT TAC CCA pat/ sens
355 149
T25 1-3° TGA GCG AAA CCC TAT AAG AAC CCT | terminator/
antisens
Btll 1-5° | CCATTT TTC AGC TAG GAA GTT C gl I
IVS6/ sens
110
erylA1-3° | TCG TTG ATG TTK GGG TTG TTG TCC | <VAD)/
ry antisens
GA21 1-5" |ACG GTG GAA GAG TTC AAT GTATG OTP/ sens
270
a m-epsps/
GA21 1-3 TCT CCT TGA TGG GCT GCA -
CMO03 CCT TCG CAA GAC CCT TCC TCT ATA CaMV/ sens
170
cry9C/
CBHO02 GTA GCT GTC GGT GTA GTC CTC GT T
ZE01 TGC TTG CAT TGT TCG CTC TCC TAG Ze 1/ sens
329
Ze 1/
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Reusita analizei PCR poate fi verificata prin mai multe cai, si anume:

1.

3.
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Electroforeza ampliconilor, care permite stabilirea marimii aproximative (uti-
lizand markeri ADN) a produselor de amplificare si compararea ei cu marimea
teoreticd asteptata.

Analiza Southern Blot — separarea electroforetica a ampliconilor, transferul lor
pe membrana si hibridarea cu ADN-ul specific. Analiza de hibridare permite de-
terminarea secventelor transgenice aplicand procedeul de hibridare a ADN-ului
cu o sondd marcatd pe baza de denaturare-renaturare, proprietate ce permite
formarea moleculelor hibride dintre ADN/ADN, ADN/ARN sau ARN/ARN in
baza complementaritatii bazelor azotate. Principiul de hibridare permite detec-
tarea cu mare eficientd a genelor Incorporate in vectorii de clonare prin teste de
hibridare, ce utilizeaza ,,sonde” moleculare marcate radioactiv (de obicei, cu
izotopi **P), care sunt evidentiate prin autoradiografie.

Efectuarea PCR-ului repetat (Nested PCR). Principiul metodei consta in uti-
lizarea a doua seturi de primeri si a doua programe diferite de amplificare. In
prima etapa, o pereche de primeri este utilizata pentru obtinerea ampliconului,
care va servi ulterior ca matrice-tintd pentru sinteza ampliconului doi, con-
form programul doi de amplificare (fig. 6.5.). Astfel, in gelul de electroforeza

NESTED PCR

Figura 6.5. Exemplu de Nested-PCR in baza genei 16S

http://www.ars.usda.gov/pandp/docs.htm?docid=11318



se vor vizualiza doi ampliconi, unul cu masa mai mare si altul cu masa mai
mica. Aceastd metoda reduce substantial amplificarile nespecifice.
Secventierea nucleotidicd a ampliconilor §i compararea cu baza teoretica de
date reprezinta cea mai eficienta verificare a rezultatelor PCR. Analiza succe-
siunii nucleotidelor din cadrul secventei amplificate permite identificarea cu
exactitate a tipului transgenei incluse in genom.

Analiza restrictionald a ampliconilor obtinuti in urma reactiei PCR cu ajutorul
enzimelor endodezoxiribonucleazice. Ca exemplu de aplicare a enzimelor de
restrictie in analiza PCR serveste analiza ampliconului obtinut in urma PCR
(130 pb) specific porumbului Bt10 (fig. 6.6.). Acesta este digerat cu ajutorul
enzimei Sspl (incubata 1 ora, la 37 °C) si supus electroforezei in gel de agaro-
za de 3%. In urma digestiei sunt obtinute 2 fragmente: unul de 77 pb si altul
de 53 pb.

Figura 6.6. Succesiunea de nucleotide a produsului de amplificare
PCR a genei Bt10. Enzima Sspl recunoaste situsul AATATT
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6.3. Exemple de protocoale
EUROPEAN COMMISSION -

DIRECTORATE GENERAL JOINT RESEARCH CENTRE
INSTITUTE FOR HEALTH AND CONSUMER PROTE

COMMUNITY REFERENCE LABORATORY FOR GM FOOD AND FEED

M Foosd s Feed

DETECTION METHOD FOR EVENT BT 10 USING A QUALITATIVE PCR ASSAY
DETECTIA CALITATIVA A PORUMBULUI BT 10 PRIN PCR

Metoda elaborata de:
Syngenta Crop Protection AG
Metoda validata: 22-04-2005

Joint Research Centre — European Commission, Biotechnology & GMOs Unit
JRC a validat aceasta metoda de testare conform regulamentului EC 1829/2003 si deciziei din
18 aprilie, 2005 (2005/317/EC) privind testarea liniei neautorizate de porumb Bt10.
http://gmo-crl.jre.it/statusofdoss. htm

Principiul metodei consta in testarea liniei de porumb Bt 10 prin metoda stan-
dard PCR, utilizand primeri specifici pentru gena Bt10.

Probele de ADN utilizate in testul screening sunt obtinute prin extragere dupa
metoda Nucleospin Food (Macherey-Nagel GmbH, cat n.740 945.250).

Concentratia ADN-ului este determinata la fluorometru cu reactivul-kit PicoGreen
dsDNA Quantitation Kit (Molecular Probes). Solutia de lucru are concentratia de 10 ng
ADN/ul. Calitatea ADN-ului este verificata in urma efectudrii electroforezei in gel de
agarozd de 1,2%, utilizdnd 3 pl proba. Marimea ampliconului obtinut in urma reactiei
PCR este de 130 pb. Analiza ampliconilor se face in gel de agaroza 2,7%. Sensibilitatea
metodei este de sub 0,1%, iar limita absoluta de detectie este sub 20 copii.

Mixul de reactie

Reagentul Concentratia-stoc Cong SR pl la proba
. nala
Apa 15,38
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,50
Solutie-tampon 10x 1X 2,50
dNTP 25 mM fiecare 160 uM 0,16
Primer sens 100 uM 0,6 uM 0,15
Primer antisens 100 uM 0,6 uM 0,15
Tag-polimeraza 5U/ul 0,032 U/ul 0,16
ADN 10 ng/ul 50 ng/proba 5,00
Volumul final 25,00
Secventa primerilor
primer sens (JSF3) 5"-CACACAGGAGATTATTATAGGG-3"
primer antisens (JSF3) 5'- GGGAATAAGGGCGACACGG-3'
Conditiile de amplificare
Etapele PCR Conditiile

1. Denaturare 94°C/10 min.

Denaturare 94°C/25 sec.

40 cicluri Extinctie 62°C/30 sec.

Elongare 72°C/45 sec.

3. Elongare finala 72°C/7 min.
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DETECTION OF EXOGENOUS GENES IN GENETICALLY MODIFIED
PLANTS WITH MULTIPLEX POLYMERASE CHAIN REACTION
SCREENING-UL PMG PRIN METODA MULTIPLEX PCR

Metoda elaborata de Zhen Tao, Xing-Feng Cai, Sheng-Li Yang si al.
(Detection of exogenous genes in genetically modified plants with multiplex poly-
merase chain reaction. Plant Molecular Biology Reporter, 19, 2001, p. 289-298)

Principiul metodei consta in utilizarea simultana a 7 perechi de primeri, desti-
nati detectarii respectiv a 7 secvente genetice diferite, incluse in genomul PMG prin
metoda PCR. Cu ajutorul protocolului respectiv, pot fi detectati in acelasi timp promo-
torul, terminatorul, gena de selectie, gena raportoare si gena ,,de interes”.

Mixul de reactie

Reagentul Concentratia-stoc
Solutie-tampon pentru enzima Ix
Toni Mg 2 mM
dNTP 200 uM
Taqg-polimeraza 2,50
Primerii (secventa disponibila 1n articolul original) 0,2; 0,4 sau 0,6 uM
ADN 1-10ng
Volumul total 25 ul
Conditiile de amplificare
1. Denaturare 99°C/5 min.
8 cicluri 95°C/S sec.
56°C/15 sec.
2. — 95°C/5 sec.
32 cicluri 6°C/15 sec.
3. Elongare finala 72°C/2 min.

Produsele de amplificare (ampliconii) au urmatoarele dimensiuni totale si di-
mensiuni ale fragmentelor de restrictie taiate cu enzimele respective:

Primeri Amplicon | Enzima de restrictie ‘?ﬁnﬂ:ff;nr'ésotlr’ﬂ?fg'
P35S 210 pb Xmn I 98 si 112 pb
PNOS 110 pb Nsi I 39 i 71 pb
TNOS 159 pb Alu 1 98 si 61 pb
NPTII 295 pb Alu I 114 si 181 pb
GUS 318 pb Alul 138 5i 180 pb
EPSPS 175 pb Alul 134 5i 41 pb

cpll (i;‘}’lviﬁfjr;rypsm 249 pb EcoRI 141 i 108 pb

Enzimele de restrictie (10 - 15 U) sunt adaugate la 15 pl de ADN amplificat,
incubat timp de 2 ore, la 37°C, iar separarea fragmentelor este efectuata in gel de agaroza

de 3%.
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SCREENING FOR GENETICALLY MODIFIED ORGANISMS IN FOOD

SCREENING-UL ORGANISMELOR MODIFICATE GENETIC iN
PRODUSELE ALIMENTARE

Metoda elaborata de Spoth si Strauss
(Screening for Genetically Modified Organisms in Food Using Promega’s Wizard®
Resin, www.promega.com, p. 23-25).

Principiul metodei consta in identificarea OMG prin metoda PCR, utilizand
primeri specifici pentru promotorul 35S CaMV si NOS-terminator.

Ampliconii obtinuti Tn urma reactiei PCR in cazul 35S CaMV au dimensiunile
de 195 pb, iar in cazul NOS — 180 pb. Electroforezei sunt supuse 10 ul volum de
reactie PCR si 2 pl solutie-tampon pentru probe (loading buffer 6X). Electroforeza
este efectuata in gel de agaroza 1% cu solutie-tampon TAE 1X. Expresia benzii de-
pinde de % de ADN, ce contine aceste elemente transgenice. Utilizarea protocolului
dat permite detectarea OMG la limita de detectie 0,1%.

Mixul de reactie

O reactie O reactie | 10 Reactii PCR
PCR (ul) Mixul (pl)
ADN (5-10 ng/pl) 5 --
Primerul 1 (50 pmol/ul) 1 10
Primerul 2 (50 pmol/ul) 1 10
10X tampon de reactie 10 100
MgCl, (25 mM solutie) 6 60
dANTP (10 mM) 2 20
Tag ADN polimeraza (5 u/ul) 0,5 5
Apa 74,5 745
Volumul total 100 950

Secventa primerilor

Primerii pentru promotorul 35S CaMYV si NOS-terminator

35S CaMV
Sens: 5" GCT CCT ACA AAT GCC ATC A 3’
Antisens: 5" GAT AGT GGG ATT GTG CGT CA 3’
NOS-terminator
Sens: 5" GAATCC TGT TGC CGG TCT TG 3’
Antisens: 5" TTA TCC TAG TTT GCG CGC TA 3’
Conditiile de amplificare
Etapele PCR promotorul 35S CaMV NOS-terminator

1. Denaturare 98°C/2-3 min. 95°C/3-4 min.

Denaturare 95°C/20-50 sec. 95°C/20-65 sec.

.40 .| Extinctie 54°C/30-40 sec. 54°C/40-72 sec.

2. cicluri :

Elongare 72°C/40-60 sec. 72°C/40-84 sec.
3. Elongare finala 72°C/3 min. 72°C/3min.
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STUDY ON THE DETECTION METHOD OF SIX VARIETIES
OF GENETICALLY MODIFIED MAIZE

DETECTAREA A SASE VARIETATI DE PORUMB TRANSGENIC
Metoda elaborata de Lih-Ching Chiueh si al. (Study on the detection method of
six varieties of genetically modified maize and processed foods. Journal of Food
and Drug Analysis, 2002, 10(1), p. 25-33).

Principiul metodei consta in efectuarea unei simple reactii PCR, utilizdnd primeri
specifici pentru detectarea liniilor de porumb: Event 176 (Novartis), Btl1 (Novartis),
MONS810 (Monsanto), T25 (AgrEvo), CBH-351 (AgrEvo), si GA21 (Monsanto) la limi-
ta de detectie mai mica de 0,1% (w/w).

Mixul de reactie

Solutia stoc Cantitatea, u/

Primeri (100 M) 2 (fiecare primer)

ADN-polimeraza (2,5 unit/uL) 2

dNTP (200 M) 8

Solutie-tampon Mg*" (1,5 mM) 5

Apa 21

ADN 10 (aproximativ 100 ng)

Secventa primerilor
Primerul Secventa 5°-3° Transgena Am ll)llgmul

CDPK-cry 03 CTC TCG CCG TTC ATG TCC GT CDPK-pro/sens 211
CDPK-cry 04 GGT CAG GCT CAG GCT GAT GT crylA(b)/antisens
HSO1-cry AGTTTC CTT TTT GTT GCT CTC CT hsp70/sens 194
CRO1 GAT GTT TGG GTT GTT GTC CAT crylA(b)/antisens
CMO03 CCT TCG CAA GAC CCT TCC TCT ATA CaMV/sens 231
PAO1 AGA TCA TCA ATC CAC TCT TGT GGT G pat/antisens
T251-5 GCC AGT TAG GCC AGT TAC CCA pat/sens 149
T251-3’ TGA GCG AAA CCC TAT AAG AAC CCT 35S terminator/antisens
Btl1 1-5° CCATTTTTC AGC TAG GAAGTTC adhl-1S IVS6/sens 110
crylA 1-3° TCG TTG ATG TTK GGG TTG TTG TCC crylA(b)/antisens
GA21 1-5° ACG GTG GAA GAG TTC AAT GTA TG OTP/sens 270
GA21 1-3° TCT CCT TGA TGG GCT GCA m-epsps/antisens
CMO03 CCT TCG CAA GAC CCT TCC TCT ATA CaMV/sens 170
CBHO02 GTA GCT GTC GGT GTA GTC CTC GT cry9C/antisens
ZEO01 TGC TTG CAT TGT TCG CTC TCC TAG Ze 1/sens 329
ZE02 GTC GCA GTG ACA TTG TGG CAT Ze 1/antisens

Programul de amplificare pentru primerii:

e HSO01-cry, CM03-PAO1, ZE01-ZE02, Bt11/1-5’-crylA/1-3°, si T25/1-5’-
T25/1-3’ este urmatorul: denaturare initiala — 95°C, 3 min., urmata de 40 cicluri
de amplificare (95°C, 1 min., 60°C, 1 min. si 72°C, 1 min.), elongarea finala:
72°C, 7 min.

GA21/1-5°— GA21/1-3’ este urmatorul: denaturare initiala: 95°C, 3 min., 40
cicluri de amplificare ( 95°C, 1 min., 57°C, 1 min. si 72°C, 1 min.), elongarea
finala: 72°C, 7 min.

CDPK-cry include: denaturarea initiald, 95°C, 12 min., urmata de 40 cicluri
de amplificare (95°C, 30 sec., 63°C, 30 sec. si 72°C, 30 sec.), elongare finala:
72°C, 10 min.

CMO03-CBHO02: denaturarea initiala 95°C, 10 min., urmata de 40 cicluri (fiecare
constand din etapele: 95°C, 30 sec., 60°C, 30 sec. si 72°C, 30 sec.), elongarea
finala: 72°C, 7 min.
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NESTED MULTIPLEX POLIMERASE CHAIN REACTION FOR THE
DETERMINATION OF DNA FROM GENETICALLY MODIFIED
CORN AND SOYBEANS

METODA NESTED-MULTIPLEX PCR PENTRU DETERMINAREA
PORUMBULUI SI SOIA MODIFICATE GENETIC

Metoda elaborata de Mark A. Jensen
http://www.iscpubs.com/articles/abl/b0403jen.pdf

Principiul metodei consta in analiza produselor de amplificare PCR cu ajuto-
rul tehnologiei LabChip, la dispozitivul Agilent 2100.

Izolarea ADN-ului este efectuata cu ajutorul DNeasy plant mini kit, Wizard sau
procedura CTAB (descrisa in detaliu in protocolul original). Probele ADN-ului sunt
diluate la concentratiile de 5 - 50 ng/pl.

Biosmart Allin 1,0 GMO screening system este un kit multiplex PCR, care per-
mite obtinerea ampliconilor cu lungimea de 118 pb (lectina), 150 pb (35S CaMV), 217
pb (amplicon, obtinut in baza primului produs de amplificare de 278 pb) si 278 pb
(zeina). Ca material de referinta serveste porumbul/ soia MG 0 - 5%.

Produsele de amplificare sunt analizate cu ajutorul dispozitivului Agilent 2100
si electroforeza in gel 4% NuSieve 3:1 plus gel. Metoda este capabild de a percepe
promotorul 35S CaMV la nivelul de 0,1%.

Conditiile de amplificare a primei etape

Etapele PCR Conditiile
1. |Denaturare 95°C/15 min.
Denaturare 95°C/15 sec.
2. |39 cicluri Aliniere 55°C/60 sec.
Elongare 72°C/30 sec.
3. |Elongare finala 72°C/3 min.
Conditiile de amplificare a ultimei etape
Etapele PCR Conditiile
1. |Denaturare 95°C/15 min.
Denaturare 95°C/15 sec.
2. |39 cicluri| Aliniere 57°C/60 sec.
Elongare 72°C/30 sec.
3. |Elongare finala 72°C/3 min.

2

Rezultatele PCR in gel 4% (a si b) si analizate la Bioanalizator Agilent 2100 (c si d)
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Capitolul 7. METODE PCR DE CUANTIFICARE A PMG

Pentru determinarea cantitativa a prezentei modificarilor genetice in PMG se
aplicd doua metode bazate pe principiul PCR:

e Real-time PCR; si
e PCR-ul cantitativ competitiv (QC-PCR).

7.1. Real-time PCR

Real-time PCR reprezinta o metoda rapida (20 min. - 2 ore), cu o sensibilitate si
specificitate Tnalta de cuantificare a produselor de amplificare in timp real. Tehnologia
permite determinarea cantitatii de secvente amplificate, evitdnd etapa de electroforeza,
intrucat cinetica acumularii ampliconilor depinde direct de numarul de copii ale ADN-
matrice. Principiul metodei constd in determinarea fluorimetrica a probei in timpul
reactiei. Intensitatea emisiilor de fluorescenta pand la atingerea etapei de saturare va
fi proportionald cu numarul de amplificari. Emisia de fluorescenta poate fi perceputa
dupa numarul minim de amplificari Ct, iar nivelul de la care se identifica acest proces
se numeste prag de fluorescenta.

Astfel, cinetica reactiei este reprezentata de o curba (fig. 7.1.) ce consta din trei etape:

1) initiere (cand produsele PCR nu pot fi detectate);

2) exponentiala (gradul de fluorescenta este proportional cu numadrul de
cicluri); si

3) saturare (gradul de fluorescenta devine constant si nu depinde de
numarul de cicluri).

Realizarea cu succes a screening-ului PMG cu utilizarea Real-time PCR nece-
sita conditii specifice, cu descrierea primerilor si probelor fluorescente pentru fieca-
re caz 1n parte (tab. 7.1.).
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Ct Ct Numiirul de cicluri

Figura 7.1. Cinetica reactiei Real-time PCR
Ct — numarul minim de amplificari la care emisia poate fi perceputa.
www.molbiol.ru
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(http.//www.biomedcentral.com/1472-6750/6/37/table/T)

Tabelul 7.1.
Primerii si probele fluorescente pentru efectuarea Real-time PCR
dupa 35S, NOS si secvente specifice pentru soia si porumb

Tinta /marimea . Primerul . Lungimea
’ . ; Specificitatea si secventa Primerul/ secventa
ampliconului/ . (pb)
marcatd
Lectina Soia TM-Lectin-F 5’-TCC ACC CCC ATC CAC
81 pb (Nr. K00821) | TM-Lectin-R ATT T-3" 5'-GGC ATA GAA 19
GGT GAA GTT GAA GGA-3’ 24
Lectin-FAM 5-AAC CGG TAG CGT TGC 23
CAG CTT CG-TAMRA-3’
Invertaza Porumb ivrl-TM1 ivrl- |5°-TGG CGG ACG ACG ACT
79 pb (Nr. U16123) | TM2 ivr TGT-3" 5'-AAA GTT TGG 18
AGG CTG CCG T-3" 5’-VIC- 19
CGA GCA GAC CGC CGT 26
GTA CTT CTA CC-TAMRA-3’
p3SS p35S TM-35S-1 TM- |5'-GCC TCT GCC GAC AGT
82 pb promotor 35S8-2 35S GGT-3" 5'-AAG ACG TGG 18
(Nr. V00141) TTG GAACGTCTTC-3" 5'- 22
FAM-CAA AGA TGG ACC 22
CCC ACC CAC G-TAMRA-3’
tNOS tNOS tNOSF tNOSR | 5'-GTC TTG CGATGA TTA
151 pb terminator tNOSpro TCATAT AAT TTC TG-3" 5'- 29
(Nr. VO0087) CGC TAT ATT TTG TTT TCT 25
ATC GCG T-3" 5'-FAM AGA 30
TGG GTT TTT ATG ATT AGA
GTC CCG CAA-TAMRA-3’
GTS 40-3-2 | construct RRS-F RRS-R [5"-GCC ATG TTG TTAATT
soia 83 pb specific RRS TGT GCC AT-3" 5'-GAA GTT 23
(Nr. CAT TTC ATT TGG AGA GGA 25
AB209952) C-3" 5'-FAM-CTT GAA AGA 33
TCT GCT AGA GTC AGC
TTG TCA GCG-TAMRA-3’
MONS810 specific Mon810F1311 |5-CCT TCATAA CCT TCG
porumb 115 |(Nr. Mon810R1311 |CCC G-3" 5'-AAT AAA GTG 19
pb AF434709) |Mon810prol311 [ ACA GAT AGC TGG GCA-3’ 24
5’-FAM-ACG AAG GAC TCT 33
AAC GTT TAA CAT CCTTTG
CCA-TAMRA-3’

Actualmente, se disting mai multe metodologii ale procedeului Real-time
PCR. Printre acestea se numara tehnologia TagMan Assay. Metoda respectiva este
bazata pe utilizarea ADN-polimerazei cu activitate 5"-exonucleazica. In volumul de
reactie sunt addugate sonde ADN, in componenta carora intrd o particuld marcata
fluorescent, notatd ca R (dispusa la capatul 5°) si un inhibitor al fluorescentei, notat
ca Q (dispus la capatul 3°), precum si o grupare fosfat in pozitia 3°, care blocheaza
polimeraza (fig. 7.2.). Sondele sunt complementare cu regiunea secventei de ADN
amplificatd. Atunci cand particula fluorescenta este dispusa in vecinatatea inhibito-
rului, fluorescenta nu este detectata. in procesul reactiei PCR, la etapele initiale, are
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loc alipirea sondei la secventa complementara de ADN. Cu cat mai multe produse
de amplificare in reactia PCR se vor forma, cu atat mai multe sonde se vor lega la
ampliconul respectiv. In procesul etapei de elongare, polimeraza sintetizeaza catena
complementard de ADN care, ajungand la sonda, incepe scindarea acesteia, elimi-
nand si indepartand particulele fluorescente de la inhibitor, astfel incat, concomitent
cu procesul de amplificare, are loc emanarea fluorescentei, care este detectata de
amplificator. Cu cat numarul de ampliconi va fi mai mare, cu atat intensitatea fluo-
rescentei va creste.

Parametrii sondei TagMan: raportul G/C — de circa 20 - 80 %, Tm —de 68 - 70 °C,
sd nu contind mai mult de 4 nucleotide de acelasi fel, care se repeta consecutiv.

Parametrii primerilor: raportul G/C — de 20 - 80%, Tm — de 58 - 60 °C, sa
formeze ampliconi de circa 50 pb, lungimea primerilor — de 20 - 30 nucleotide.

Parametrii reactiei de amplificare: primerii (300 nM fiecare), sonda (250
nM), MgCl, (3,5 nM), AmliTaqGold-polimeraza (vwww.molbiol.ru).

Sonda
Primer sens 52
g' T
3 B
ADN
5 3
i} 5

Primer antisens

Figura 7.2. Mecanismul reactiei Real-time PCR
dupa tehnologia TagMan Assay

www.molbiol.ru

O alta varietate a Real-Time PCR-ului este tehnologia Molecular Beacons,

in cadrul careia se utilizeaza sonde
cu capetele terminale complemen- Tinta
tare, care la temperatura de topire +
a primerilor se unesc i formeaza
complexe (fig.7.3.). Intrucat sec-
venta medie a sondei este comple- Sonda de tip

L . Molecular Beacons
mentara cu ADN-ul amplificat, la
aceasta etapa sondele care nu s-au
atasat la ADN matrice raman In *

stare legatd si nu emit fluorescen- Hibrid
ta, deoarece agentul fluorescent si Nd" o \.

atenuatorul fluorescentei sunt ve- ah

cini. Sondele care s-au hibridat cu Agent fluorescent Atenuatorul fluorescentei
ADN-matrice sunt in stare ,,desfa-  pjgura 7.3. Tehnologia Real-time PCR de tip
suratd” si astfel emit fluorescenta, Molecular Beacons

fiind inregistrate de amplificator. www.molbiol.ru
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O alta tehnologie Real-time PCR include utilizarea a doud sonde cu transfer
de energie prin rezonanta (Light Cycler assay). Principiul metodei consta in faptul
ca energia se transferd de la un fluorofor dispus la capatul 3’ al primei sonde spre al
doilea fluorofor dispus la capatul 5’ al celei de-a doua sonde. Distanta dintre sonde
este de 1 - 3 nucleotide. La alipirea simultana a celor doua sonde la ADN, energia
eliminata de primul fluorofor este transmisa celui de-al doilea fluorofor, iar fluores-
centa este detectatd de amplificator (fig. 7.4.).

’ Sonda 2

T
1 w
ADN
Transferul de energie
Fluorescenta

—
Agentul ﬂuorescen\
=N

Sonda 1 Sonda 2
p 3 VVTTTTTTTTITTT T —TTTITTTTITT T —

Figura 7.4. Tehnologia Real-time PCR Light Cycler assay
http://www.pcr.ru/bibliogr/articles/article 18.htm

Utilizarea agentilor de intercalare reprezintd o alta varietate a tehnologiei
Real-Time PCR. Metoda este bazatd pe cresterea semnificativa a fluorescentei odata
cu includerea bromurii de etidiu sau SYBR Green I in moleculele de acizi nucleici si
astfel se poate analiza amplificarea ADN-ului la nivel cantitativ.

7.2. PCR-ul cantitativ competitiv (QC-PCR)

Tehnologia QC-PCR reprezinta o metoda semicantitativa bazata pe PCR, care
include coamplificarea ADN-ului-tinta transgenic cu un competitor, de obicei o gena
de referintd anumita, care existd in mod normal la planta respectiva (de exemplu,
gena zeinei), cantitatea initiala a fragmentului competitor fiind prealabil cunoscuta
(fig. 7.5.). Raportul dintre cei doi produsi ai PCR, determinati prin electroforeza,
aratd cantitatea aproximativa de secvente modificate genetic.
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Figura 7.5. Principiul metodei QC-PCR
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7.3. Exemple de protocoale

EUROPEAN COMMISSION
DIRECTORATE GENERAL JRC

JOINT RESEARCH CENTRE L

INSTITUTE FOR HEALTH AND CONSUMER PROTEC

M Foosd s Feed

REAL-TIME PCR DETECTION OF GENETICALLY MODIFIED CORN MON 863
REAL-TIME PCR PENTRU TESTAREA PORUMBULUI MODIFICAT GENETIC MON 863
Metoda elaborata de:

Monsanto Biotechnology Regulatory Sciences
Metoda validata:

Joint Research Centre — European Commission, Biotechnology & GMOs Unit
Protocol MON 863 — Community Reference Laboratory 2/17 16/02/2005
http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss. htm

Principiul metodei este bazat pe procedura TaqMan® PCR de detectare a cantitatii
OMG 1n linia de porumb MON 863.

Procedura include urmadtorii moduli: a) extragerea ADN-ului cu ajutorul CTAB
(Murray and Thompson (1980); b) cuantificarea spectrofotometrica a ADN-ului total;
c) metodologia Real-time PCR specifica pentru NK603.

Procedeul PCR afost optimizat pentru sistemul ABI Prism  7700. Se recomanda utilizarea
a 200 ng ADN per reactie. In urma reactiei PCR, ampliconul secventei-tinti specifici PMG
constd din 84 pb. Ca secventa de referinta este gena adhl si fragmentul de 70 pb, obtinut in
urma reactiei PCR. Limita minima de detectie este 0,5%, iar limita de cuantificare — 0,1%.

Mixul de reactie

Componenta Conﬁ;g%atla wl/reactie

TagMan® Universal PCR Master Mix (2X) Ix 25 pl
Primerul MON863-F/adh1-F 150 nM -
Primerul MON863-R/adh1-R 150 nM -
Probe MON863/adh1 50 nM -
Apa eliberata de nucleaze Pana la 50 pl
ADN (maximum 280 ng) Sul

Secventa primerilor

Primerul Secventa de nucleotide (de la 5’ spre 3°)

Primerii pentru transgend

MONS863 F GTAGGATCGGAAAGCTTGGTAC

MONS863 R
MONS863 sonda

TGTTACGGCCTAAATGCTGAACT
6-FAM-TGAACACCCATCCGAACAAGTAGGGTCA-TAMRA

Primerii pentru gena de referinta

Adhl F CCAGCCTCATGGCCAAAG
Adhl R CCTTCTTGGCGGCTTATCTG
Adhl sonda 6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA
Conditiile de amplificare
Etapa T°C Timpul Numairul de cicluri
1 50 °C 120 sec. 1
2 95 °C 10 min. 1
3 95 °C 15 sec. 45
4 60 °C 60 sec.

135



A RECOMENDED PROCEDURE FOR REAL-TIME QUANTITATIVE
TagMAN PCR FOR GMO

CUANTIFICAREA DIFERITOR LINII DE OMG PRIN TagMAN REAL-
TIME PCR

Metoda elaborata de:
compania Monsanto si JRC, Conform Art. 47 al CE 1829/2003

) Metoda optimizata de: )
compania Monsanto /pentru ABI Prism® 7700 sequence detection system
http://gmo-crljrc.it/detectionmethods. htm
Principiul metodei consta in determinarea cantitativd a PMG (Canola RT73,
porumb NK603 si GA21) prin procedura TagMan Real-time PCR.
Se recomanda izolarea ADN-ului dupd una din metodele descrise anterior,
unde cantitatea de ADN transgenic in solutiile standard trebuie sa fie 50,0; 25,0; 5,0;

2,5; 0,5; 0,25; 0,05 si 0 ng/ug respectiv.

Mixul de reactie

Nr. Reagentul Volumul (pl) Concentratia finala
1. Apa eliberata de nucleaze 19,00 -
2. TaqMan Universal PCR Master Mix (2X) 25,00 1X
3. Primerul 1 (10 uM) 0,75 150 nM
4, Primerul 2 (10 pM) 0,75 150 nM
5. Proba TagMan (5 pM) 0,50 50 nM
6. ADN (50 ng/pl) 4,00 200 ng
Nota: se recomandd pastrarea reagentilor la rece.
Secventa primerilor
Linia Primerul Secventa (5— 3) Amplicon (pb)
RT73 primerul 1 CCATATTGACCATCATACTCATTGCT
RT73 primerul 2 GCTTATACGAAGGCAAGAAAAGGA 108
Canola RT73 proba 6-FAM-TTCCCGGACATGAAGATCATCCTCCTT-TAMRA
RT73 FatA primerul 1 GGTCTCTCAGCAAGTGGGTGAT
FatA primerul 2 TCGTCCCGAACTTCATCTGTAA 76
FatA proba 6-FAM-ATGAACCAAGACACAAGGCGGCTTCA-TAMRA
NK603 primerul 1 | ATGAATGACCTCGAGTAAGCTTGTTAA 108
NK603 primerul 2 | AAGAGATAACAGGATCCACTCAAACACT
Porumb NK603 proba 6-FAM-TGGTACCACGCGACACACTTCCACTC-TAMRA
adhl primerul 1 CCAGCCTCATGGCCAAAG
NK603 |1 primer2 CCTTCTTGGCGGCTTATCTG 70
adhl proba 6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA
GA21 primerul 1 CTTATCGTTATGCATTTGCAACTTTAGA
GAZ21 primerul 2 TGGCTCGCGATCCTCCT 112
6-FAM-CATATACTAACTCATATCTCTTTCTCAAC
Porumb | GA21 proba AGCAGGTGGGT-TAMRA
GA2L [dh1 primerul | | CCAGCCTCATGGCCAAAG
adhl primerul 2 CCTTCTTGGCGGCTTATCTG 70
adhl proba 6-FAM-CTTAGGGGCAGACTCCCGTGTTCCCT-TAMRA
Conditiile de amplificare
Etapa Cicluri Temperatura, durata Inscrierea datelor
1 1 50°C/ 2 min. Nu
2 1 95°C/ 10 min. Nu
95°C/ 15 sec. Nu
3 - 60°C/ 1 min, Da
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QUANTITATIVE DETECTION OF THE 35S PROMOTER AND THE NOS
TERMINATOR USING QUANTITATIVE COMPETITIVE PCR

DETECTAREA SEMICANTITATIVA A SECVENTELOR 35S CAMV-P SI
NOS-T UTILIZAND QC-PCR

Metoda elaboratia de Hardegger, Brodmann si Herrmann (Quantitative
detection of the 35S promoter and the NOS terminator using quantitative
competitive PCR. Eur. Food Res. Technol., 1999, 209, p. 83-871999).

Principiul metodei constd in identificarea semicantitativa a secventelor
P-35S CaMV si NOS-T prin procedeul QC-PCR.

In calitate de ADN competitor sunt construite standarde (plasmide), care
contin secventele 35S si NOS. Oligonucleotidele utilizate pentru detectarea ADN-
competitor sunt incluse in tabelul de mai jos. Produsele PCR sunt separate in gel
de 2% agaroza. Dimensiunea produselor de amplificare sunt 227 pb (35S), 267 pb
(competitor pBS-35Si), 187 pb (competitor pKS-35Sd), 180 pb (NOS terminator) si

220 pb (competitor pKS-NOSi).

Mixul de reactie

Reagentul Solutia-stoc
Solutia-tampon pentru enzima 1x
MgCl, 2,5 mM
BSA 2,0 mg/ml
dNTP 0,2 mM
Oligonucleotide 0,5 mM
Tag ADN polimeraza 2,0 unitati
volum final 100 pl

Secventa primerilor

Primerii Secventa
Primerii pentru | 35Sif 5’-ATCCTGAATAGATCTTGGACAAGCGTTAGGCCTATCTGGA-3"
proba 35Sir 3-TAGGACTTATCTAGAACCTGTTCGCAATCCGGATAGACCT-5"
de ADN NOSIf 5-CCTGAATAGATCTTGGACAAGCGTTAGGCCTATCTGTGCA-3"
competitor NOSir 3-ACGTGGACTTATCTAGAACCTGTTCGCAATCCGGATAGAC-5"
chveq%ele 35S-A 5"-AAGGGTCTTGCGAAGGATAG-3’
primerilor 355-B 5'-AGTGGAAAAGGAAGGTGGCT-3’
utilizati pentru [ NOS-1 5'-GAATCCTGTTGCCGGTCTTG-3’
reactia QC-PCR [NOS-3 5'-TTATCCTAGTTTGCGCGCTA-3’

Cu bold sunt date site-urile de restrictie pentru enzimele Bgl/I (AGATCT) si Stul (AGGCCT).
Conditiile de amplificare QC-PCR

Etapele PCR Conditiile
l. Denaturare 95°C /3 min.
Denaturare 95 °C /36 sec.
2. 40 cicluri | Extinctie 60 °C (35S) / 54 °C (NOS terminator) 72 sec.
Elongare 72 °C/ 84 sec.
3. Elongare finala 72 °C/ 3 min.
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GMO SPECIFIC REAL-TIME PCR SYSTEM
DETERMINAREA PORUMBULUI BT 11 PRIN METODA Real-Time PCR
Metoda elaborata de Comisia Europeana — DG JRC (2003)
gmo-crljre.it/summaries/Bt11-protocol pdf

Principiul metodei consta in determinarea cantitativa a modificarilor genetice
ale porumbului Bt11 utilizand procedura standard TagMan Real-time PCR.

Ca gena de referintd serveste gena adhl. Se recomanda utilizarea sistemului de
detectie ABI Prism 7700. Alte sisteme pot fi utilizate, dar conditiile de amplificare
trebuie revazute. Amplificarea secventelor adhl si Btll are loc separat.

Mixul de reactie pentru sistemul adhl

Componenta Concentratia finala ul/reactie
TagMan Universal Master Mix 2X 1x 12,5
ADH-F3 primer (20 M) 300 nM 0,375
ADH-R4 primer (20 pM) 300 nM 0,375
ADH-MDO proba (10 pM) 200 nM 0,5
Apd eliberata de nucleaze # 5,25
ADN (maximum 250 ng) # 6
Volumul total 25 nl

Mixul de reactie pentru sistemul B¢11
Componenta Conggggapa pl/reactie
TagMan Bufer A 10x 1x 2,5
MgCl, (25 mM) 4 mM 4
dNTP? 10 mM fiecare 0,2 mM fiecare 0,5 fiecare
dUTP 20 mM 0,4 mM 0,5
Bt 113J primer sens (20 uM) 750 nM 0,9375
Bt 113J primer antisens (20 pM) 750 nM 0,9375
Bt proba (10 uM) 250 nM 0,625
AmpErase UNG (UNG 1 U/ul) 0,3U 0,25
Ampli Taqg Gold (5 U/ul) 1,5U 0,25
Apad eliberata de nucleaze # 7,5
ADN (<250 ng pentru standard, maximum 200 ng pentru ADN # 6
necunoscut)
Volumul total 25 nl

Secventa primerilor

Gena Secventa

Adhl: |ADH-F3 sens 5" — CGTCGTTTCCCATCTCTTCCTCC-3’
ADH-R4 antisens 5" — CCACTCCGAGACCCTCAGTC-3’
ADHI- proba 5" — FAM-AAT CAG GGC TCA TTT TCT CGC TCC TCA-TAMRA-3’

Bt11: |Bt113Jsens -5 - GCGGAACCCCTATTTGTTTA-3"
Bt 113] antisens — 5" — TCCAAGAATCCCTCCATGAG- 3’
Bt 113]J proba — 5" — FAM-AAA TAC ATT CAA ATA TGT ATC CGC TCA-TAMRA-3’

Conditiile de amplificare

Pasul Etapa T°C |Timpul, sec. Achizitie Cicluri
1. UNG 50 120 Nu 1x
2. Denaturarea initiala 95 600 Nu 1x
3. denaturare 95 15 Nu 50x
Amplificarea | alinierea si =
4, - 60 60 masurare
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Capitolul 8. CAPACITATI NATIONALE
PENTRU TESTAREA PMG

Utilizarea OMG si a alimentelor noi — rezultat al biotehnologiilor de ultima
ord — are un impact esential asupra stiintei i mediului cu implicatii economico-so-
ciale si etice. Biosecuritatea alimentara si protectia biodiversitatii reprezinta unele
dintre problemele esentiale generate de introducerea in mediu a plantelor transge-
nice, fapt ce impune investigatii comparative ale OMG in raport cu cele non-OMG
(recipient) si implementarea diferitor metode de testare si monitorizare a culturilor
modificate genetic si a produselor agroalimentare derivate din acestea.

Aceste domenii de cercetare rdman a fi o prioritate $i necesitate strategica atat
pentru comunitatea internationald, cat si pentru Republica Moldova.

Desi in Moldova nu exista centre stiintifice care ar obtine organisme modifi-
cate genetic, acestea pot ajunge la consumatori prin importul in tard a produselor
alimentare, fructelor, legumelor etc., iar pe campurile agricole — prin procurarea din
strainatate a materialului semincer.

8.1. Structura si potentialul tehnico-stiintific al laboratorului
Securitate Biologica

In temeiul prevederilor Conventiei privind securitatea biologica (Rio de Janei-
ro, 1992; http.//www.cbd.int/biosafety/) si Protocolului de la Cartagena (/i11p://bch.
biodiv.org/default.aspx) privind diversitatea biologica, semnat la New York la 14
februarie 2001, Republica Moldova a elaborat Legea privind Securitatea Biologica,
aprobata de catre Parlamentul Republicii Moldova la 21 decembrie 2002, nr. 755-
XV. Prezenta lege reglementeaza activitatile legate de obtinerea, testarea, utilizarea
si comercializarea organismelor modificate genetic. Cadrul institutional de autori-
zare $i administrare a activitatilor mentionate are menirea sa asigure desfasurarea
lor in conditii de securitate biologicd in care pot fi prevenite, eliminate sau reduse
riscurile de producere a unor efecte negative generate de organismele modificate
genetic asupra sanatatii umane, echilibrului ecologic si calitatii mediului.

Reiesind din aceste considerente, in cadrul USM a fost constituit Centrul de Se-
curitate Biologica (CSB), in baza deciziei senatului Universitatii de Stat din Moldova
(USM) (proces-verbal nr. 8 din 27.01.2004) si ordinului interministerial incheiat intre
Ministerul Ecologiei, Constructiilor si Dezvoltarii Teritoriului si Ministerul Educatiei
(nr. 28/61 din 18.02.2004) ca subdiviziune a Facultatii de Biologie si Pedologie, ce
avea drept scop efectuarea testelor PMG si produselor derivate din acestea (seminte,
fructe etc.), privind prezenta transgenelor, cercetarea stiintifica si evaluarea riscurilor
legate de PMG. Importanta fondarii acestui Centru a fost conditionatd de lipsa unei
baze informationale de date privind organismele modificate genetic, a unui laborator
acreditat la nivel national conform standardelor internationale si europene, care sa
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testeze prezenta materialului transgen In produsele alimentare — componente indis-
pensabile functionarii unui cadru de reglementare a activitdtilor cu OMG.
Activitatile CSB au fost axate initial pe:

N

e crearea unui sistem informational-instrumental activ prin baza de date, care sa
permiti acumularea si consultarea materialului stiintific in domeniu, sub forma de
carti, softuri etc.;

e crearea unui laborator de testare a OMG si a produselor alimentare derivate
din acestea;

o efectuarea cercetarilor ce tin de evaluarea riscurilor pentru sanatatea omului si
pentru mediu, asociate introducerii OMG in ecosistem.

)
Actualmente, CSB a fost reorganizat in Laboratorul Securitate Biologica (LSB), care
este parte componenta a Centrului de Cercetare ,, Stiinte ale Vietii ”, organizat n baza ordi-
nului nr. 163 din 23.05.2006 din cadrul facultatii, Biologie si Pedologie, USM.
In activitatea LSB sunt implicati 14 specialisti competenti in domeniu (un doctor

habilitat, 6 doctori 1n biologie, 3 doctoranzi etc.), care au realizat mai multe training-uri de

trei luni: proiectul COBASE, 001028-001, 2005 ,, The influence of GA, on the expresion of

genes” (UCR, SUA); proiectele MTFP-04-08, 2005 si MTFP-15-05, 2006 ,, Genetically

modified plants, obtaining, research, testing” (MRDA-CRDF, SUA); MTFP-1017A, 2006

,,Some Molecular Aspects of Cell Genes at Sunflowers Different Genotypes” (MRDA-

CRDF, SUA). De asemenea, colaboratorii laboratorului au participat la training-uri privind

activitati de reglementare, testare si evaluare a riscurilor asociate introducerii in mediu a

OMG, organizate la nivel international in Anglia, Rusia si Roménia:

o Study tour Great Britain organized by British Embassy in the frames of the pro-
ject UNEP/GEF;,, Support for the Development of the National Biosafety Fra-
mework for the Republic of Moldova”, 16-22 November 2003.

o OECD Workshop on the Assessment of Novel Foods and Feeds, Moscow, Russi-
an Federation, 16-18 September 2002.

o Training workshop ,, Handling requests for releases of GMOs into the environ-
ment”, 13-15 September, 2001, Bucharest, Romania.

In cadrul colaborarii cu Universitatea din California, Riverside SUA (IA-
ASLJ-G9190241), Catedra Biologie Vegetala a fost vizitatd de numerosi profesori
(I. Kaloshian, C. Lovatt, M. Orozco-Cardenas, S. Van Gundy etc.), care au realizat
seminare §i au contribuit la dezvoltarea directiilor noi in cercetare si educatie, ofe-
rind donatii de carti si cursuri. Unul din rezultatele colaborarii internationale a fost
elaborarea unui manual de laborator Tehnici de cercetare in biologie moleculara
autori: profesor Maria Duca si profesor I. Kaloshian (UCR, SUA), care reprezinta o
sursa valoroasa pentru studentii universitari si postuniversitari ce frecventeaza orele
de initiere sau cursuri de tehnici avansate de laborator in biologia moleculara.
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Recent a iesit de sub tipar manualul Biologie moleculara destinat studentilor care
studiazi la specialitatea biologie moleculara. In lucrare sunt abordate diferite aspecte
legate de domeniul genetica moleculard, ingineria genetica, imbatrinirea organismelor,
transductia semnalelor etc.

In urma colaboririi cu Dr. Martha Orozco-Cardenas, directorul Centrului de
Transformare Genetica a Universitatii din California-Riverside (CTGUCR), SUA,
colaboratorii LSB (prof. Duca M., Dr. Port A., Dr. Glijin A.) au efectuat stagieri
pentru insusirea metodelor de obtinere si testare a PMG, iar rezultatele obtinute sunt
reflectate In publicatiile comune. Materialul biologic (tutun MG, ce contine genele
leafy si bar) oferit de catre CTGUCR este utilizat ca test de referintd in analize si
efectuarea cercetarilor fundamentale cu PMG in LSB, iar 13 linii de tutun transgenic
Nicotiana tabacum L., var. Xanthi (2n=48) — pentru procesul de instruire a studen-
tilor si implementarea tehnicilor de testare a PMG.

Activitatea LSB a fost initiatd in 2002 prin procurarea de catre USM a unui
minilaborator PCR, Biokom, Rusia. Dotarea cu echipament (fig. 8.1.) si reagenti a
continuat in baza temelor de cercetare (,, Identificarea si implementarea unor mar-
keri moleculari in ameliorarea florii-soarelui”’(32006C), 2003-2004; ,, Determina-
rea gradului de hibridare in F, si puritatii genetice a liniilor de floarea-soarelui in
baza diferitor tehnici fiziologo-biochimice si moleculare de cercetare” (2B17) din
cadrul Programului de Stat ,,Biotehnologii agricole, fertilitatea solului si securitatea
alimentara ”, 2006-2010) si a proiectelor nationale si internationale (BPP-0406 7es-
tarea §i identificarea unor genotipuri de floarea-soarelui cu rezistenta maxima fata
de Orobanche cumana, MTFP-04-08, MTFP-015-05, MTFP-1017A, MERL-1300
finantate de CRDF/MRDA. In cadrul LSB sunt utilizate o serie de metode pentru
testarea PMG, bazate pe PCR cu primeri specifici si screeningul general, care sunt
validate la nivel international. In proces de implementare se afla metoda ELISA
(fig. 8.1., Q).

In prezent in laborator se efectueazi analize de testare a PMG bazate pe:

\
* selectia plantelor rezistente fata de erbicide (biotestul fenotipic al expresiei
transgenei);
* detectia produsului de expresie a transgenelor (proteinele GFP, PAT);
* tehnica PCR, cu utilizarea primerilor-screening: 35S - CaMV si nos-termi-
nator.
(¥ )
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Figura 8.1. Echipamentul din cadrul LSB
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8.2. Detectia PMG la nivel de expresie fenotipica a transgenelor

Marea majoritate a culturilor agricole MG (soia, tutun, tomate, cartof, orez, porumb
etc.) sunt tolerante la erbicide sistemice, care contin in calitate de substanta activa glu-
fosinatul (de amoniu), fosfinotricina (PPT) sau bialaphos-ul (fig. 8.2.), comercializate
sub denumirea de Basta®, Buster®, Dash® etc. Actualmente, acest erbicid se aplica in
combaterea buruienilor mono- si dicotelidonate in peste 40 de tari. in Republica Moldo-
va, erbicidul a fost autorizat la 30.11.1995 cu numarul de inregistrare 0044.
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Figura 8.2. Structura fosfinotricinei (A) si bialaphos-lui (B)
www.plant-tc.coafes.umn.edu/maize-tc/pptbial jpg

L-izomerul PPT este un analog structural al acidului L-glutamic (glutamatului)
si neselectiv inhibd enzima glutaminsintetaza (GS) bacteriilor si plantelor superioa-
re (fig. 8.3.). Bialaphos-ul (bialanil PPT) este un antibiotic tripeptid, ce consta dintr-
un rest de PPT si doua de L-alanina. In celula, tripeptidul este scindat de citre pepti-
daze, ce elibereaza forma activa a PPT, care si inactiveaza enzima GS (fig. 8.3.).
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Figura 8.3. Mecanismul inhibarii enzimei GS de catre PPT
http://www.uky.edu/~dhild/biochem/24/lect24.html
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Toleranta la glufosinat a plantelor modificate genetic este determinata de trans-
genele pat sau bar, care codifica enzima fosfinotricin-N-acetiltransferaza (PAT, E.C.
2.3.1.-), ce neutralizeaza erbicidul prin acetilare (fig. 8.4.).

OH 0 . OH 0
| Fosfinotricin I
H_P N-acetiltransferaza [=]
H.C '!:I' — HCTl H
NH, © NHz <«—— acetil

Glufosinat (fosfinotricina) N-acetil-L-glufosinat

Figura 8.4. Structura chimica a glufosinatului si mecanismul
de neutralizare a acestuia de ciatre enzima PAT

Plantele susceptibele, non-OMG, fiind tratate cu acest erbicid, prezinta o serie
de simptome de afectare a cresterii si dezvoltarii caracteristice, care pot fi depistate
cu usurintd la plantele cultivate in vivo (stropiri foliare) sau cultivate in vitro (prin
suplimentarea mediului nutritiv cu erbicidul in cauza).

Astfel, in cadrul laboratorului Securitate Biologica este implementata metoda
fenotipica de testare a PMG bazata pe detectia genei rezistentei la erbicidul Basta.
Biotestul plantelor de tutun transgenic, cultivate in vitro in prezenta a 0,005 mM er-
bicid Basta, la temperatura de 21 - 22°C, fotoperioada 8 ore a pus 1n evidenta diferite
niveluri de susceptibilitate a plantelor de tutun nemodificate genetic fatd de erbicid
exprimatd prin inhibarea germinarii semintelor si incetinirea cresterii plantulelor,
inducand necroza si moartea tesuturilor (fig. 8.5. si fig. 8.6.).

Figura 8.5. Germinarea semintelor de tutun nemodificat (control) si modificat
genetic (N 7A, 30, 13, 19A 5i 5), ce contine gena bar, cultivate in vitro in prezenta
erbicidului Basta (0,005 mM).
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Figura 8.6. iniltimea plantulelor de tutun cultivate in vitro
pe mediul MS, ce contine Basta (0,005 mM), peste 14 zile

Efecte de fitotoxicitate similare care demonstreaza eficienta utilizarii acestui tip
de analize in testarea preventiva a PMG reprezinta si aplicarea exogena a erbicidului
Basta asupra plantelor in faza de rasad. La aceastd etapa, erbicidul (in concentratie
100 pg/ml, concentratie recomandata pentru testarea si selectia plantelor de tutun,
care poartd gena pat sau bar (hitp://www.cambia.org/daisy/cambia/l204.html) in-
duce cloroza si necroza tesuturilor soldate cu moartea ulterioara doar a plantelor
care nu poseda rezistenta fata de acest erbicid, adica a plantelor genomul carora nu
contine transgena bar (fig. 8.7.).

Aparitia necrozei tesuturilor indica
lipsa rezistentei plantelor la erbicidul Basta

]

Necroza tulpinii ===~

Control 19A 14 24 8 10

Figura 8.7. Liniile de tutun susceptibile la
actiunea erbicidului Basta (100 pg/ml)

Prin urmare, rezultatele obtinute au confirmat posibilitatea si veridicitatea uti-
lizarii acestei metode in detectarea PMG rezistente la erbicide.
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8.3. Identificarea unor transgene la nivel de proteine

Ca rezultat al expresiei transgenelor are loc biosinteza de novo a proteinelor
specifice, care modifica structural sau functional procesele metabolice celulare, con-
tribuind la aparitia unor noi caractere. Detectia diferentelor (prezenta unor compusi
noi) intre paternul proteic al PMG si cel al plantelor nemodificate genetic se rea-
lizeaza prin SDS-PAAGE, iar ulterior, pentru identificarea acestora, se recurge la
purificare, fractionare si analiza prin masspectrometrie a proteinei ,,de interes”.

Analiza unor proteine codificate de transgene in scop de detectie a prezentei
transgenelor a fost implementata in cadrul LSB ca rezultat al cercetarilor efectuate
asupra proteomului diferitor linii de tutun transgenic cu trei alogene (CsLFY, bar si
gfp), incluse in genom.

Rezultatele fractionarii in gel de poliacrilamida a proteinelor totale, usor so-
lubile, izolate din frunzele liniilor de tutun transgenic 2, 7A, 13 si 30, au relevat un
profil electroforetic al PMG diferit de cel al plantelor-martor, prin prezenta poli-
peptidelor cu Mr 44 kDa si 23 kDa, care pot fi considerate ca produse de expresie
ale genei CsLFY si respectiv genei bar (fig. 8.8.). Schema de prelevare a probelor a
permis efectuarea unei concluzii suplimentare, privind localizarea spatiald a expre-
siei transgenelor prin identificarea polipeptidelor, analizate in limbul foliar, petiol,
tulpina si radacina (fig. 8.8.).
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Figura 8.8. Evidentierea polipeptidelor cu Mr 44 kDa si 23 kDa
in diferite organe ale tutunului transgenic si control

M — markeri proteici, L — limb, P — petiol, T — tulpina, R — rddacina

O alta proteind-marker, detectatd in PMG efectuata in cadrul laboratorului, a
fost produsul expresiei genei gfp in genotipurile de tutun transgenic TM-1 si TM-2
ce expresau gena gfp, a relevat prezenta benzii cu Mr 27 kDa, care teoretic apartine
proteinei GFP si care lipseste in tutunul nemodificat genetic (control) (fig. 8.9.).
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Figura 8.9. Electroforegrama proteinelor izolate
din tutunul MG (1 si 3) si control (2)

Datele obtinute pot fi considerate ca un argument in favoarea utilizarii acestei
metode 1n calitate de detectie a prezentei unor transgene in genomul vegetal prin
produsul de expresie — proteinele.

Recent, a fost procurat utilajul necesar screening-ului la nivel de proteine prin

e w,

metode validate si aprobate la nivel international.

8.4. Screening-ul PMG prin PCR

Actualmente, potentialul LSB permite realizarea screening-ului PMG bazat
pe PCR cu utilizarea primerilor necesari pentru identificarea urmatoarelor secvente
specifice: P-35S CaMV, NOS-T, bar, nptll, GUS, LacZ, epsps-cp4, Cry IA, higro-
micinei (tab. 8.1.). In calitate de teste pozitive serveste ADN-ul liniilor de porumb
MG GA21, NK603 si CBH351 (Fluka).

Secvente 355 CaMV si NOS (www.coresta.org) sunt prezente in 86% din cul-
turile aprobate de PMG (Ahmed, 2002; Kuiper, 1999). Abilitatea de a depista aceste
secvente permite detectarea majoritatii culturilor de PMG.

Implementarea si optimizarea metodei de testare a PMG dupa secventele NOS si
ADN-ul genomic extras din plantulele de porumb (oferit pentru analiza de catre fabri-
ca de amidon din Tighina) si tomate (soi Gloria), crescute in conditii de laborator, la
temperatura 25-27°C, timp de 22 zile, precum si material prelevat din fructe, procurate
de la piata: rosii (din Bacioi si Ialoveni) si cartofi (Criuleni). Ca test pozitiv a servit
ADN-ul liniei de porumb GA21, care contine secventa NOS-terminator.
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Tabelul 8.1.

Primerii sens si antisens pentru secventa NOS-terminator, 35S CaMYV si bar

Primer Secventa de nucleotide Amplicon
NOS-sens GAATCCTGTTGCCGGTCTT 170 pb
NOS-antisens TTGCGCGCTATATTTTGTTTT
35S CaMV-sens CATGTTGGCAAGCTGCTCTA
35S CaMV-antisens | TATCCGCTCACAATTCCACA 209pb
35S CaMV-sens TGACAGATAGCGGGCAATG
35S CaMV-antisens | CAACCACGTCTTCAAAGCAA 175pb
Bar-sens GAAGTCCAGCTGCCAGAAAC
Bar-antisens AGTCGACCGTGTACGTCTCC 242pb
NPTII AGTGACAACGTCGAGCACAG
NPTII AGACAATCGGCTGCTCTGAT 176 pb
Higromicina TCGCTAAACTCCCAATGTC 163 pb
Higromicina GCGAATCTCGTGCTTTC
GUS CTGATAGCGCGTGACAAAAA
GUS GGCACAGCACATCAAAGAGA 208 pb
CRY1A ACCATCAACAGCCGCTACAACGACC
CRY1A TGGGGAACAGGCTCACGATGTCCAG 184 pb
EPSPS TGGCGCCCAAAGCTTGCATGGC
EPSPS CCCCAAGTTCCTAAATCTTCAAGT 356

Rezultatele analizei PCR au atestat prezenta secventei NOS-terminator in pro-
ba-marker GA21 prin aparitia unui amplicon de 170 pb si lipsa acestuia in celelalte
probe analizate (fig. 8.10.). Ca markeri moleculari au servit secventele de 50-3000
pb (DNA Step Ladder, Sigma).

Figura 8.10. Rezultatele screening-ului plantelor

1 2 3 4

dupa secventa NOS-terminator

5

M — marker, 1 — test negativ, 2 — GA-21 (test pozitiv), 3 — porumb,
4 — tomate ,,Gloria”, 5 — tomate, Bacioi, 6 — tomate, laloveni, 7 — cartof ,,Irga”
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Screening-ul dupa promotorul 35S CaMV a produselor vegetale derivate de la
tomate (fructe) si cartof (tuberculi), procurate de la un supermarket din Chisinau,
nu a atestat prezenta acestuia (fig. 8.11). In calitate de control pozitiv a fost analizat
ADN-ul extras de la diferite linii de plante transgenice. Produsul de amplificare de
209 pb (amplicon cu dimensiune prevazutd), care atesta prezenta promotorului 35S
CaMV, a fost atestat doar in doua cazuri — linia MG 10 si linia de TM-1. In produsele
alimentare secventa promotor 35S CaMV nu a fost atestata.

1 23 4 5 6 7 8 9 10

pb

1500
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

209 pb

Figura 8.11. Electroforgrama ampliconilor
PCR cu primerii 35S CaMV
(1 - M; 2 — test negativ; 3 — linia de tutun Nr 6; 4 — linia de tutun MG Nr 10;
5 — tutun MG Nr 2; 6 — linia TM-1 ; 7 — tomate 1; 8 — tomate 2;
9 — cartof 1; 10 — cartof 2)

Conform acestei analize de screening, produsele vegetale comercializate pe
piata Republicii Moldova (fructe de tomate si tuberculi de cartof) utilizate in calitate
de matrice nu contin transgene In genom.



Agaroza —

Agricultura durabila —

Alela (alelomorf) —
Alele multiple —

Alogene —
Aminoacid —

Amplificarea genelor —

Amplificator —

Amprenta ADN —

Amprentare —

Amprentare genomica —
Analiza cromozomiala —

Aneuploid —

Antibiotice —

Anti-codon —

Anticorp (imunoglobulina) —

Anticorpi monoclonali —

Antigen —
Antiparalel —

GLOSAR DE TERMENI

gel coloidal format de catre o polizaharida (agar-agar) extrasa
din alge rosii. Este utilizat pentru obtinerea de medii de
cultura solide (geloze), sau ca faza stationara in cromatografie
si electroforeza.

agricultura care presupune cresterea sau mentinerea productiei
agricole timp indelungat, odatd cu conservarea resurselor
naturale si a mediului.

forma alternativa a unei gene care se gaseste in acelasi locus
pe cromozomi omologi.

existenta a mai mult de doud alele pentru un locus specific
dintr-o populatie.
gene de alta origine introduse Intr-un organism (transgena).

un compus organic care contine atit gruparea carboxil
(-COOH), cat si grupdri amino (-NH,), reprezentind
monomerul polipeptidelor.

proces din cadrul celulelor tumorale, in care se produc copii
multiple ale anumitor gene; echivalentul citogenetic este
reprezentat de regiunile colorate omogen s§i cromozomii
dublu-minute.

secventa de ADN care amplifica transcriptia unei gene
(enhancer). Dispozitiv destinat pentru efectuarea reactiei PCR
(thermocycler).

modelul unui tandem de repetari ADN hipervariabil ale unei
secvente din nucleu, unica pentru fiecare individ.

fenomen in care o gend sau o regiune a unui cromozom
prezinta exprimare diferita in functie de parintele de la care
provine.

expresia diferitd a materialului genetic, dependentd de sexul
parintelui transmitator.

procesul de numarare si analizi a modului de bandare a
cromozomilor unui individ.

un numdr de cromozomi care nu este un multiplu exact al
numarului haploid, de exemplu, 2N-1 sau 2N+1, unde N este
numarul haploid de cromozomi.

substante care impiedicd dezvoltarea sau omoara
microorganismele in a caror celuld patrund, prin perturbarea
anumitor cdi metabolice, ca de ex. anabolismul componentelor
peretelui celular. Sunt produse de catre microorganisme.
Ex. penicilina, streptomicina, tetraciclina, eritromicina,
kanamicina.

tripletul complementar din molecula de ARNt.
proteind sericd, formata ca raspuns la un stimul antigenic si
care reactioneaza specific cu antigenul respectiv.

anticorpi omogeni, care descind dintr-o clona celulara unica si
recunosc numai o anumita structura chimica specifica. Putand fi
produsi in cantitati mari si avand o specificitate deosebitd, sunt
mult utilizati in scopuri medicale. Se obtin prin culturi de celule
sau din ascite induse la soareci.

substanta care induce producerea de anticorpi.

orientare opusa a celor doud spirale ale unui duplex ADN,
unul in directia de la 3" 1a 5', celdlalt in directia de la 5 1a 3.
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Antiser —

Apoptoza —

ARN mesager (ARNm) —

ATP -

Autozomi —
Bacteriofag —
Baza azotata —

Biblioteca ADN —

Bioetica —

Bioinginerie —

Caractere input —

Caractere output —

Cariograma —

Cariotip —

CE -
Celule blastice —

Celule competente —

Celule eucariote —

Celule germinative —
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ser sangvin care contine anticorpi proveniti de la animale inoculate
cu antigen, care prin administrare la alte animale produce imunitate
pasiva.

involutia sau moartea programata a celulelor dintr-un tesut in
dezvoltare sau dintr-un organ al unui corp.

o0 singura catena spiralatd complementara cu una din catenele
ADN-ului dublu catenar, sintetizata in procesul de transcriptie
si care transmite informatia geneticd din ADN la ribozomi
pentru sinteza proteinelor.

adenozin-trifosfat, nucleotid constituit dintr-o baza azotatd —
adenind, o pentoza — riboza si trei grupari fosfat, atasate de al
cincilea atom de carbon. Prin hidroliza legaturilor de fosfat se
elibereaza cantitati mari de energie. Este transportator de acid
fosforic 1n reactiile de transfosforilare.

cromozomii non-sex. Genotipul uman poseda 22 autozomi.
virus care infecteaza bacteriile.

prescurtare de la baze azotate din molecule de acid nucleic
(A = Adenina; T = Timind; U = Uracil; C = Citozina; G =
Guanina).

colectie de molecule de ADN recombinante de la o
sursd specificd, de exemplu ADN genomic sau ADN
complementar.

stiinta care, utilizand o metodologie interdisciplinard, are
drept obiect examenul sistematic al comportamentului uman
in domeniul stiintelor vietii si al sandtatii, examinat in lumina
valorilor si principiilor umane.

ansamblu de concepte, metode si mijloace materiale prin care
se realizeaza biotehnologiile.

caractere care genereaza valoare, asigurand cresterea productiei
prin protejarea culturilor (ex. rezistenta la erbicide, insecte,
virusuri etc.).

produse vegetale cu insugiri nutritive ameliorate (ex. modificari
ale continutului de amidon, proteine, uleiuri, modificarea
insusirilor de panificatie la grau etc.).

aranjarea cromozomilor in ordinea descrescatoare a marimii
acestora.

aranjarea cromozomilor unui individ conform schemei
standard; se pot evidentia astfel numarul, marimea, forma
si modelul de benzi al cromozomilor, permitdnd astfel
diagnosticul citogenetic.

abreviere de la Comunitatea Europeana.

celule sangvine aflate in stadiu timpuriu al dezvoltarii celulare,
inainte de aparitia caracteristicilor definitive ale celulei.

capacitatea celulelor bacteriene de a capta ADN exogen si de
a-l integra in propriul lor genom, celula-gazda devenind o ce-
lula transformata.

din gr. eu ,,adevarat”, karyion ,nucleu” — celule diferentiate
cu nucleu bine definit, ADN organizat In cromozomi, pereti
celulari cu structurda complexa si variata (celuloza la plante,
chitind la unele specii de insecte), mitocondrii si cloroplaste,
organite celulare diferentiate. Celulele eucariote se divid
prin mitoza si meioza. Organisme eucariote sunt plantele si
animalele.

celule ale corpului care transmit informatia genetica generatiei
urmatoare.



Celule procariote —

Celule somatice —

Celule totipotente —

Centimorgan —

Centrifugare —

Centromer —

Cl-

Citocinetica —
Citogenetica —
Citogenetica de interfaza —
Citoplasma -

Clona -

Clonare —
Cod genetic —

Cod tripletic —
Codominanta —
Codon —

Codon terminator —
Colonie —

Cromatida —

Cromatina —

Cromozom artificial
Yeast —

din gr. pro ,,inainte”, karyion ,,nucleu” — celule fara nucleu, cu
o structura genetica simpla, un filament de ADN in citoplasma,
cu perete celular format din zaharuri si peptide. Principalele
organisme procariote sunt bacteriile, algele cianofite. Se
inmultesc asexuat.

celulele non-germinative ale corpului. Ex. celulele epiteliale,
nervoase, musculare.

celule nediferentiate sau diferentiate, cérora li se poate
reorienta diferentierea printr-un aport de factori de crestere in
mediul lor de dezvoltare. Fenomenul de totipotentd impreund
cu fenomenul de diferentiere asigura regenerarea plantelor.

unitate folositd la masurarea distantelor pe harta genica
a cromozomilor, echivalentd cu o sansd de recombinare
(incrucisare) de 1%.

tehnicd de sedimentare, care foloseste acceleratia centrifuga
produsa intr-un rotor, permitand separarea fractiilor solide sau
moleculelor organice dintr-o suspensie.

punctul in care se unesc cele doud cromatide ale unui
cromozom, precum i regiune a cromozomului care se atageaza
de fusul de diviziune 1n timpul diviziunii celulare.

abreviere, de la Consumers International, Federatia Mondiala
a Asociatiilor de Consumatori.

divizarea citoplasmei pentru a forma doua celule-fiice in meioza
sl mitoza.

ramurd a geneticii care se ocupd, in principal, de studiul
cromozomilor.

studiul cromozomilor in decursul interfazei, de obicei prin
metoda FISH.

substanta de baza a celulei in care se afla nucleul, reticulul
endoplasmatic, mitocondriile etc.

grup de celule, derivate dintr-o singurd celuld prin mitoze
repetate si avand aceeasi informatie genetica.

amplificarea fragmentelor ADN, a genelor.

triplete de nucleotide ale ADN-ului, care codifica diferiti
aminoacizi ai proteinelor.

o serie de trei baze azotate din molecula de ADN sau ARN,
care codifica un aminoacid specific.

cazul in care ambele alele sunt exprimate la un individ
heterozigot.

secventa de trei nucleotide adiacente, care codificd un
aminoacid sau terminarea unui lant.

unul din cei trei codoni (UAG, UAA si UGA), care determina
oprirea sintezei proteinelor in procesul de translatie.

grupare de celule, derivata dintr-una singurd, care se dezvolta
in/ sau pe un mediu solid.

in timpul diviziunii celulare, fiecare centromer se divide,
longitudinal, in doud spirale sau cromatide, tinute la un loc
de centromer.

infasurarea tertiara a nucleosomilor cromozomilor cu proteine
asociate.

vector care contine secvente ADN pentru centromer, telomer
si locusuri pentru replicare cromozomiala autonoma; permite
clonarea fragmentelor mari de ADN cu o lungime de panala2 -3
milioane perechi de baze.
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Cromozomi —

Cromozomi omologi —

Culturi Bt —

De novo —

Deletie —

Denaturarea ADN —

Diploid -

Dogma centrala —
Dominanta —
Dominanta autosomala —

Efect de pozitie —

Efect pleiotropic —

Electroforeza —

Electroporatie —

ELISA
(Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) —

Embriogeneza —

Enzima —

Erbicid -
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corpusculi de culoare inchisa, de forma fibrilara, aflati in
nucleu, alcatuiti din ADN si proteine, care poarta informatia
genetica.
cromozomi care se imperecheaza in meioza si contin locusuri
identice.

plante transgenice cu rezistentd la insecte mediatd de proteina
Bt de la Bacillus thuringiensis. In celulele plantelor modificate
genetic, care exprima o gena modificata de la aceasta bacterie,
se sintetizeazd o prototoxind inactiva care, dupa ingerarea
ei de catre larvele sensibile, este clivatd de proteazele din
intestinul insectei intr-un fragment activ. Toxina actioneaza
prin legarea de catre receptorii de la suprafata celulelor
intestinale blocandu-le functionarea.

traducere cuvant cu cuvant a termenului ,,nou”, opus termenului
,.ereditar

tip de aberatie sau mutatie cromozomiala la nivelul ADN-ului,
in care se pierde partial un cromozom, unul sau mai multe
nucleotide.

proces reversibil de separare a celor doua catene de ADN sub
actiunea unor factori fizici (temperaturd, pH etc.).

starea in care celula contine doua seturi de cromozomi; starea
normald a celulelor somatice la om in care numarul diploid
(2N) este 46.

conceptul conform cdruia informatia genetica este, de obicei,
transmisd numai de la ADN sau ARN la proteina.

caracteristica (trasaturd) exprimatd la indivizi heterozigoti
pentru o alela specifica.

gend de pe unul din cromozomii autozomi (non-sex), care se
manifesta in stare heterozigota.

efect pe care 1l are o gend in functie de pozitia sa in cromozom.
O gena care are activitate normald intr-o regiune eucromatica
este inactivata sau 1si modifica efectul in ipoteza in care este
translocatd In apropierea unei regiuni heterocromatice. Se
manifesta mai multe tipuri de efect de pozitie: variegat, difuz,
stabil.

totalitate a efectelor fenotipice ale unei singure gene
(mutante).

deplasarea particulelor cu sarcind electrica printr-un
lichid stationar situat intr-un camp, care permite separarea
moleculelor pe baza vitezei de migrare determinata de sarcina,
volumul si forma lor.

tehnica de utilizare a unui curent electric pulsatoriu de intensitate
micd pentru a fragiliza membrana unei celule in vederea fie a
transformarii ei cu fragmente de ADN - heterolog, fie a realizarii
de fuziuni intre celule.

test de detectare a unei proteine, utilizdnd un marker enzimatic
legat de un antigen sau anticorp.

din gr. ,.embryon” — embrion si , genesis” — descendentd —
procese de formare si dezvoltare a embrionului; dezvoltarea
embrionului din zigot.

proteina care actioneazd ca un catalizator in sistemele
biologice.

agent chimic care inhiba selectiv dezvoltarea plantei (ex.
Basta).



Ereditate mitocondriala —

Eucariot —
Eucromatine —
Eugenie —

Evaluarea riscurilor —

Exon (secventi exprimati) —

Expansiune —

Expresia genei —

Factori de crestere —

Fag —
Fals negativ —

Fals pozitiv —

Familii multigene —

FAO -

Fenocopie —

Fenotip —

Fitoestrogeni —

Flux de gene —

Fractie de recombinare —

Gena —

transmiterea unei trasdturi mitocondriale exclusiv pe linie
feminina.

celule cu nucleu bine difirentiat.

regiuni ale cromozomilor active genetic.

»stiinta” care promoveazd Imbunatatirea insusirilor ereditare
ale unei rase sau ale unei specii.

evaluarea efectelor, directe sau indirecte, imediate sau
intarziate, ale introducerii in mediu a organismelor modificate
genetic sau a partilor componente ale acestora asupra sanatatii
umane si mediului.

regiune a unei gene care nu este eliminatd in transcriptie,
formand parte a ARN-mesager matur si deci codificand
structura primara a produsului genetic — proteina.

crestereanumaruluisecventelorrepetitivealeunortrinucleotide
in diferite boli, din cauza mutatiilor dinamice sau instabile.

ansamblu de mecanisme care asigurd transcriptia unei gene
si traducerea ei intr-o proteina, reprezentdnd o informatie
transportata, reglabild la diferite niveluri.

substanta care trebuie sd fie prezentd in mediul de culturd
pentru a permite multiplicarea celulelor sau substante implicate
in promovarea cresterii anumitor tipuri de celule, tesuturi sau
parti ale corpului in dezvoltare, de exemplu, factor de crestere
fibroblastica.

abreviere pentru Bacteriofag.

cazuri afectate ratate de un test de diagnostic sau de
screening.

cazuri neafectate diagnosticate incorect ca afectate printr-un
test de diagnostic sau de screening.

gene cu similaritate functionala si/sau de secventa.

organizatiei pentru alimentatie si agriculturda (Food and
Agriculture Organization); reprezintd cea mai mare agentie
a Natiunilor Unite care coordoneaza agricultura, silvicultura,
piscicultura si dezvoltarea rurald. Include 183 tari membre.

conditie cauzata de factori de mediu, dar care se aseamana cu
una genetica.

trasaturile (fizice, biochimice si fiziologice) ale unui individ,
rezultate In urma interactiunii mediului cu genotipul.
compusi naturali, prezenti in multe produse alimentare
legumicole, care pot avea un impact considerabil asupra
sanatatii. Se considerd cd acestia au si efecte asupra estrogenilor
umani prin competitie cu cei mamari: estradiol si estrona, prin
legarea la receptorii lor.

schimbul de gene la o ratd joasa intre doud populatii, ca
rezultat al dispersiei gametilor sau migrérii indivizilor.

masurd a distantei care separa doud locusuri si care este
determinatd de posibilitatea de aparitie a unui crossing-over
intre ele.

o parte din molecula de ADN a unui cromozom, care contine
informatia geneticad pentru sinteza unui lant polipeptidic
specific.
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Gene antisens —

Gena recesiva
autosomala —
Gena reglatoare —

Gena-marker —

Genele raportoare —

Genom —
Genotip —

Haploid -

Haptena —

Heterocromatina —
Heteromorfism —

Heterozigot (= purtdator) —

Heterozigot dublu —
Hibridare moleculara —

Hibridizare in situ prin
fluorescenta (Fluorescent in situ
hybridisation —-FISH) —

Himera —
Histocompatibilitate —

Histone —

Homozigot —

156

gene care sunt orientate cu 180° fatd de gena sens. ARNm
antimesager fiind complementar cu ARNm sens, se hibrideaza
si astfel neavand loc translarea. Strategia antisens se aplica
pentru silentierea (inactivarea) expresiei unei gene.

gend localizatd pe unul din cromozomii autozomi, care se
manifesta in stare homozigota.

0 gend reglatoare sintetizeaza o substantd represoare, care
inhiba actiunea unei anumite gene operatoare.

secventa detectabila de ADN. Detectarea se poate efectua fie
prin observarea acestui segment de ADN, care contine una
sau mai multe gene cu expresie fenotipicd cunoscuta (de ex.
rezistenta la antibiotice), fie prin hibridarea acestei secvente
cu o sonda complementara.

spre deosebire de genele-marker, nu confera celulelor rezistenta la
un anumit compus si codifica proteine care pot fi detectate direct
sau catalizeaza reactii specifice ai caror produsi pot fi detectati
prin metode relativ simple. Cele mai importante gene-marker
sunt: gus, gfp, luc.

totalitatea genelor purtate de o celula.

structura genetica a unui individ, totalitatea caracterelor.

conditia in care celula contine un set injumatatit de cromozomi,
de ex., 23 la om. Acesta este numarul de cromozomi intr-un
gamet.

molecula de mici dimensiuni lipsitd, ca atare, de imunogenitate,
dar de dimensiuni mai mari denumitai PURTATOR
(CARRIER).

regiune a cromozomilor inerta sau inactiva genetic.
polimorfism structural ereditar al unui cromozom.

individ cu doua alele diferite pentru un locus specific de pe o
pereche de cromozomi omologi.

un individ care este heterozigot pentru doud locusuri diferite.

imperecherea unor lanturi de acizi nucleici complementari
(ADN si ARN), formarea zonelor de dublare constituind un
indiciu asupra complementaritatii lanturilor. Rezultatul acestei
imperecheri este un hibrid ADN-ARN.

utilizarea unei singure secvente ADN, marcate fluorescent
pentru a se hibridiza cu secventa-tintd complementara existenta
in cromozomi, permitand vizualizarea ei la raze ultraviolete.

individ cu doud populatii celulare cu genotipuri diferite.

similaritatea testului la indivizi diferiti. Nivelul de
histocompatibilitate prezintd gradul de compatibilitate dintre
gazda si donor. Determinantii principali ai histocompatibilitatii
sunt antigenii leucocitari umani (HLA). Tipizarea HLA se
realizeaza intre donorul de maduva osoasa potential i receptor,
pentru a determina cat de compatibili sunt. Cu cat este mai
mare gradul de compatibilitate, cu atit mai putin vor reactiona
maduva donata si corpul gazdei unul impotriva celuilalt.

tip de proteine bogate in lizind si arginind, care se gasesc in
asociatie cu ADN-ul din cromozomi.

individ care are doua alele identice intr-un locus specific de pe
o pereche de cromozomi omologi.



Idiograma —

Incidenta —
Incompatibilitate —

Inginerie genetica —

Instabilitate
cromozomiala —

Introducere deliberata
in mediu —

Introducere pe piata —

Inversie —

In vitro —

In vivo —
Kilobaza —

Lipozomi —

Locus —

Marker —

Meioza —

Microdeletie —
Minicromozomi —
Mitoza —

Mutagen —

Mutatie —

reprezentare idealizatd a unui obiect, de exemplu, idiograma
unui cariotip.

rata la care se petrec cazuri noi, raportatd la 1000 de cazuri.

donorul si gazda sunt incompatibili daca gazda refuza grefa
de la donor.

ansamblul de concepte, metode si tehnici care permit efectuarea
de modificéri ale patrimoniului ereditar al unei celule prin
manipularea si transferul genelor, determinand introducerea
unor anumite caracteristici intr-o celula.

prezenta unor rupturi sau unor locuri optic goale In cromozomii
indivizilor care sufera de mai multe boli asociate cu un risc de
neoplazie.

orice introducere intentionatd In mediu a unui organism
modificat genetic sau a unei combinatii de astfel de organisme,
care se caracterizeaza printr-un grad inalt de securitate pentru
oameni si mediu, fara sa fie necesare masurile specifice de
izolare.

furnizarea organismelor modificate genetic sau a produselor
rezultate din acestea, contra platd sau gratuit, cétre terti.

tip de aberatie sau mutatie cromozomiald, in care o parte
dintr-un cromozom sau dintr-o secventd ADN are ordinea
Inversata.

(din latind — 1in sticld), experiente efectuate in afara
organismului, in conditii de laborator. Culturile de celule in
vitro se efectueaza pe medii artificiale.

experiente din cadrul sistemului viu.

unitate de mdsurd pentru lungimea fragmentelor de ADN,
egald cu o mie de perechi de baze.

structuri de tip celular preparate artificial, in care unul sau mai
multe straturi bimoleculare de fosfolipide contin unul sau mai
multe compartimente lichidiene, care pot include proteine.

pozitia ocupatd de o gena sau marker genetic In cromozom.

termen larg folosit pentru o grupd de sange, polimorfism
biochimic sau ADN, care, daca se demonstreaza ca este legat
de locusul de interes al bolii, se poate folosi in diagnosticul
presimptomatic, determinarea statusului de purtitor de gena
patologici si in diagnosticul prenatal.

tip de diviziune celulara in care are loc formarea gametilor prin
injumatatirea numarului de cromozomi din celula somaticd,
astfel incat fiecare gamet este haploid.

o mica deletie cromozomiald, detectabilda prin analiza
cromozomiala de rezolutie inaltd In prometafaza.

cromozomi creati artificial, ce contin elemente centromerice §i
telomerice, care permit replicarea ADN-ului strdin ca entitate
separata.

tip de diviziune celulard care are loc in replicarea celulelor
somatice.

radiatie ionizantd naturald sau artificiala, agenti chimici sau
fizici, care induc modificari in ADN.

modificare a materialului genetic, fie a unei singure gene, fie
a numarului sau a structurii cromozomului; mutatia care apare
in gameti (mutatie germinald) este ereditara, in timp ce mutatia
din celulele somatice (mutatie somaticd) nu este ereditara.
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MVKGID (MBKI'UJ) —
Nucleotid —
Nucleu —

OECD -
OMS -
ONU -

Organogeneza —
pb -

Reactia de polimerizare in
lant —

Pictarea cromozomiala —

Pierderea heterozigotiei
constitutionel (PHC) —

Pirimidina —

Plasmida —

Polilinker —

Polimorfism —

Poliploid —

Primer —

Probabilitate —
Procedeul BLOTT -

Procesare —

Produse rezultate din
organisme modificate genetic —
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Comisia interna care reglementeaza activitatile in domeniul
ingineriei genetice.

monomerul acizilor nucleici ce consta dintr-o baza azotata,
pentoza si un grup fosfat.

organit bimembranar, specific celulei de tip eucariot, care
contine cromozomii i nucleolul.

Organizatia pentru Cooperare Economica si Dezvoltare.
Organizatia Mondiald a Sanatatii.

Organizatia Natiunilor Unite, organizatie internationald, care
include 185 de tari. A fost creata la 24 octombrie 1945 in scopul
asigurarii pacii si securitatii la nivel international, promovarii
progresului social si drepturilor omului, dezvoltarii relatiilor de
prietenie dintre natiuni.

gr. organon; genesis — descendentd — formarea, diferentierea,
dezvoltarea organelor.

perechi de baze azotate (1000 pb = 1 kb (kilobaza).

(Polymerase Chain Reaction — PCR) reactie repetitiva in
serie, care presupune utilizarea primerilor oligonucleotidici
si a enzimei ADN-polimeraza folosita la amplificarea unei
secvente ADN de interes.

(Chromosome painting) variantd a metodei de hibridizare
in situ, folosind probe marcate cu fluorocromi, care permit
colorarea diferita a fiecarei perechi de cromozomi.

pierderea unei alele mostenite de la un parinte, deseori
considerata drept un pas necesar in tumorigeneza.

baza azotata de tipul citozind, uracil, timina.

formatiune extracromozomiald, capabila de replicare
independenta. Contine 0,5 - 2% din totalul ADN-lui celular.
ADN-ul plasmidic este un duplex circular, lipsit de histone.
Sunt caracteristice bacteriilor, dar au fost gasite si la porumb
etc. Plasmidele diferd de la o specie la alta prin dimensiuni si
continut in ADN. Contin un numar redus de gene implicate in
unele procese metabolice si in rezistenta la antibiotice. Sunt
folosite ca vectori 1n ingineria genetica.

secventa din cadrul plasmidei, ce contine situsuri unicale de
restrictie pentru enzimele de restrictie. Pentru fiecare tip de
restrictaza exista un singur situs de restrictie.

prezenta, in cadrul unei populatii, a doua sau mai multe forme
determinate genetic in asemenea frecventa incat cea mai rara
dintre ele nu poate fi mentinutd numai prin mutatie.

orice multiplu al numarului haploid de cromozomi, de
exemplu, 3N, 4N etc.

secventa scurtd de nucleotide, complementard unui fragment
de ADN. De sonda de hibridare se deosebeste prin faptul ca nu
este marcata si are dimensiuni mai mici.

de cate ori are loc un rezultat intr-o serie de evenimente.

transferul moleculelor de ADN (Southern), ARN (Northern)
sau proteine (Western) din gel pe o membrana de nailon sau
nitroceluloza.

modificarea ARN-mesager, care se petrece in transcriptie,
inclusiv imbinarea, capp-ing si poliadenilarea.

produse, constdnd dintr-un organism modificat genetic sau
dintr-o combinatie de asemenea organisme, care se introduc
pe piata.



Proteina —

Purina -
Radiatii ionizante —

Rata mutatiei —
Recombinare —
Reparare ADN —
Replicare —

Replicare ADN —

Represor —

Restrictaze —

Reverstranscriptie —

Ribozomi —

Screening —
Segregare —

Sensibilitate —

Serviciul de consiliere a
consumatorilor —

Situs (site) de restrictie —

Sonda de hibridare —

Southern BLOT —

Splicing-ul ARN-ului mesager —

Substitutie —

compus organic complex, alcatuit din sute sau mii de
aminoacizi, cu conformatie structurald definita.

baza azotata de tipul adenina sau guanina.

unde electromagnetice de lungime foarte scurta (raze X si A)
si particule cu energie crescuta.

numarul de mutatii dintr-un locus specific, care au loc Intr-un
gamet Intr-o generatie.

crossing-over (incrucigare) intre doud locusuri legate (se
transmit Impreuna in meioza).

ADN-ul deteriorat printr-o varietate de mecanisme poate fi
indepartat i reparat printr-un set complex de procese.

procesul de copiere a ADN-ului dublu catenar al
cromozomilor.

procesul de copiere a secventei de nucleotide a genomului;
permite transmiterea informatiei genetice de la o celuld la
alta.

produsul unei gene reglatoare a unui operon, care inhiba gena
operatoare.

enzime care digera specific molecula de ADN, in anumite
locusuri (site-uri de restrictie) de tip palindromic (secvente
inversate).

sinteza catenei ADNc de pe ARNm cu ajutorul enzimei
revertazel sau reverstranscriptazel.

structuri  sferice mici, din citoplasma formate din doud
subunitati, bogate in ARN ribosomal; locul sintezei
proteinelor.

identificarea PMG dintr-o proba utilizand primeri specifici
secventelor 35S si NOS prin metoda PCR.

separarea alelelor in meioza, astfel incat fiecare gamet sa
contind numai un membru al fiecarei perechi de alele.

termen referitor la proportia de cazuri detectate; masurarea
rezultatelor fals negative, adicd numarul de cazuri
nedetectate.

serviciu prestat de un organ de stat sau o organizatie de
consumatori.

secvente specifice de nucleotide, recunoscute si clivate (tdiate)
de endonucleaze sau restrictaze. Fiecare enzima poseda
propriul situs specific de restrictie.

secventa de nucleotide, complementara unei secvente din ADN
sau ARN, marcata radioactiv (sonde calde) sau neradioactiv
(sonde reci).

tehnica utilizatda in ingineria geneticd pentru efectuarea
testelor de hibridare ADN-ADN, constand din doud faze:
transferul fragmentelor de ADN separate prin electroforeza pe
gel de agaroza intr-o membrana de nitroceluloza; hibridarea
membranei astfel Incarcate cu o solutie de acid nucleic
monocatenar—in cazul In care acesta din urma este radiomarcat.
Zona de hibridare poate fi vizualizata prin autoradiografie.
excizia secventelor necodante ale intronilor din ARN-mesager
primar, ducand la aranjarea exonilor nonadiacenti (non-
contigui), pentru a forma un ARN-mesager matur mai scurt
inainte de a fi transportat la ribozomii din citoplasma, pentru
translatie.

inlocuirea unui nucleotid prin altul.
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Superfamilii de gene —

T-capete —

Tehnologia FISH
(Fluorescence In Situ
Hibridization) —

Telomer —
Terminator —

Testare in camp —

Transcriptia inversi PCR
(RT-PCR) -

Transcriptie —

Transfer orizontal al genelor —

Transformare —

Translatie —

Translocatie —

Vector —
Virion —

Virus —

Zigot —
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familii de multigene care au o omologie secventiala limitata,
dar sunt legate din punct de vedere functional.

secvente specifice de nucleotide care flancheaza capetele T-
ADN-lui ce permite integrarea ultimului in cadrul genomului
vegetal.

marcarea sondelor de hibridare cu agenti fluorescenti.
Principiul metodei se bazeaza pe legarea de ADN-ul sondei,
fie a biotinei, fie a unei heptane, care le face vizibile dupa
hibridare, de pilda cu un anticorp marcat cu un fluorocrom.

portiunea distald a bratelor cromozomiale.

secventa de nucleotide in ADN, care codificd terminarea
transcriptiei ARN-mesager.

experiment constand in studierea organismelor modificate
genetic in camp, in conditii de mediu aflate sub control,
avandu-se certitudinea ca aceste organisme nu vor persista n
mediu dupa incheierea experimentului.

utilizarea unui primer special care contine un promotor si un
initiator de translatie si folosind PCR-ul se poate obtine ADN
complementar plecand de la ARN-mesager.

copierea nucleotidelor de pe matrita ADN pe catena ARN
in formare, in succesiune complementara: adenina-uracil,
guanind-citozind. De pe catena ADN informatia genetica se
transmite pe ARNm.

proces care implica transferul informatiei genetice intre
organisme apartinand unor taxoni diferiti, oricat de diversi ar

recombinare genetica in bacterii in care ADN-ul strdin introdus
in bacterie este incorporat in cromozomul bacteriei recipient;
de asemenea, transformarea unei celule normale intr-o celula
maligna, de exemplu, asa cum rezultd la infectia celulelor
normale cu virusuri oncogene.

conversiune a informatiei genetice, continuta in ARNm, intr-o
secventa de aminoacizi. Sinteza se desfdsoard in mai multe
etape: activarea aminoacizilor de catre aminoacil-sintetaze
pentru a forma aminoacizi adenilati, In care grupul carboxil
se leaga de un grup de acid adenilic; atasarea aminoacidului
activat de ARN, transferul fiind asigurat de aceeasi enzima,
care are astfel dubla proprietate de a recunoagte un aminoacid
si un ARNt — la extremitatea 3” a ARNt, de adenina terminala.
Sinteza are loc in ribozomi.

transferul materialului genetic de la un cromozom la altul; daca
existd si un schimb de material genetic intre doi cromozomi,
atunci acesta este denumit translocatie reciprocd; translocatia
dintre doi cromozomi acrocentrici prin fuziune la centromeri
se numeste translocatie robertsoniand.

plasmid, bacteriofag sau cosmida 1n care se poate insera ADN
strain pentru clonare.

particula virala infectioasa.
organism care contine ADN sau ARN finvelit in capsula

proteica si care este capabil de replicare numai in cadrul
celulelor bacteriene sau eucariote.

ovul fertilizat.
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Abrevieri

BAC — Bacterial artificial chromosome

BATS — Centre for biosafety and sustainability

BPP — Business Partnership Program

CaMYV - Cauliflower Mosaic Virus

COBASE - Collaboration in Basic Science and Engineering
CRDF - Civilian Research and Development Foundation
CSB - Centrul de Securitate Biologica

CTAB - cetiltrimetilamonium-bromid

ELISA — enzyme linked immunosorbent assays

ENGL — The European Network of GMO Laboratories
EPSPS — 5-enolpiruvil-sikimat-3-fosfat sintaza

GFP — green fluorescent protein

GUS — B-glucoronidaza

ISAAA — International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications
JRC — European Commission’s Joint Research Center’s
LUC — luciferaza

MERL — Major Equipment for Research Laboratories

MG — modificat genetic

MRDA — Moldovan Research and Development Association
MTFP — Moldovan Travel Fellowship Program

NOS — nopalinsintetaza

NPTII — neomicin-fosfotransferaza I1

NSF — National Science Foundation

OECD - Organization for Economic Cooperation and Development
OMG - organisme modificate genetic

PAT — fosfinotricin-acetiltransferaza

PCR — Polymerase Chain Reaction

PEG - polietilenglicol

PMG - plante modificate genetic

PPT - fosfinotricina

Ri — root inducing

RR - Roundup Ready

Ti — tumor inducing

USM - Universitatea de Stat din Moldova

YAC —Yeast Artificial Chromosome
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