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I. GENETICA

capritoLuL 1

GENETICA MOLECULARA

INTRODUCERE

Genetica este ramura biologiei care studiaza
ereditatea si variabilitatea organismelor. Cuvantul
genetica provine din grecescul gennan care in-
seamna a da nagtere si a fost utilizat pentru prima
oard in 1906 de britanicul William Bateson, in
Londra, la cea de a treia Conferinta internationala
de hibridare a plantelor. Ereditatea (lat. hereditas
= mostenire) este Tnsusirea tuturor vietuitoarelor
de a poseda informatie genetica pe baza careia
sunt transmise, de la ascendenti la descendenti,
caractere morfologice, fiziologice, biochimice si
comportamentale. Variabilitatea este capacitatea
indivizilor biologici de a se deosebi intre ei prin
insusiri ereditare si neereditare, astfel incat nu
exista copii identice.

Domeniile majore ale geneticii sunt:

e genetica clasica (numita si mendeliand) care
studiaza transmiterea caracterelor genetice de la
o generatie la alta;

e genetica molecularé care studiaza structura
si functiile genelor;

e genetica populatiilor care studiaza, mai ales
sub aspect matematic, distributia si comporta-
mentul genelor Tn cadrul populatiilor.

SCURT ISTORIC
AL GENETICII MOLECULARE

Obiectul de studiu al geneticii moleculare il
constituie agentii care asigura transmiterea infor-
matiei genetice de la o generatie la alta. Acesti
agenti sunt genele, polimeri lungi, macromolecule
de acizi nucleici si in special de ADN — acidul
dezoxiribonucleic.

Anul 1900 este considerat anul nasterii
geneticii ca stiinta. in acest an trei cercetatori —
Hugo de Vries (Olanda), Correns (Germania) $i
E. Tschermack (Austria) — redescopera indepen-
dent primele legi ale ereditatii formulate inca din
1866 de Gregor Mendel. Odata acceptata ideea
ca existd transmiterea genetica a caracterelor,
incepe cautarea factorilor care contin si transmit
informatia genetica. Acesti factori trebuiau sa
indeplineasca urmatoarele conditii:

e sa se replice pentru a fi prezenti in toate
celulele unui organism;

e s3 poata controla exprimarea caracterelor
genetice;

e sa contind codificarea secventei amino-
acizilor din proteine — stiut fiind faptul ca toate
caracterele sunt determinate de enzimele si pro-
teinele care actioneaza in celule;

e sa poata fi capabili sa se modifice intr-o
maniera controlatd, pentru a permite supravie-
tuirea speciilor intr-un mediu ce sufera perma-
nente schimbari.

Legile ereditatii au demonstrat existenta facto-
rilor ereditari care asigura transmiterea carac-
terelor de la ascendenti la descendenti. Unde
sunt situati si care este natura factorilor ereditari —
sunt intrebari care si-au gasit raspuns dupa
multi ani si prin multe cercetari.

Dupa peste patruzeci de ani de la cercetarile
lui Mendel, doua descoperiri stiintifice (constructia
microscopului cu putere mare de marire si
descoperirea colorantilor specifici pentru materi-
alul nuclear) au permis observarea nucleului si
identificarea cromozomilor.



Au fost realizate experimente care au demon-
strat rolul materialului nuclear in transmiterea si
determinarea caracterelor, pe plante si animale.
Astfel, in 1943 biologul danez Joachim Hammer-
ling, utilizdnd doua specii de alge unicelulare,
Acetabularia mediteraneea si Acetabularia crenu-
lata, demonstreaza rolul nucleului. Din fragmente
de alge alcatuite dintr-o portiune bazala cu nucleu
de la una din specii si un fragment de la cealalta
specie, se regenereaza portiunea apicald cu
morfologia caracteristica speciei de la care
provine nucleul (fig.1.1).
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Fig. 1.1. Demonstrarea rolului nucleului
in transmiterea caracterelor ereditare utilizand doua specii
ale algei Acetabularia.

In 1952 cercetatorii americani Robert Briggs si
Thomas King extrag nucleii din celule embrionare
de broasca (Rana pipiens; fig. 1.2) observand ca
celulele Tsi inceteaza existenta, iar daca nucleii
sunt reintrodusi, celulele se vor dezvolta formand
un nou individ.
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Cromozomii au fost observati pentru prima
oara in 1842, de botanistul elvetian Karl Wilhelm
von Néageli, iar Tn 1900 William Sutton observa
pentru prima oara perechile de cromozomi omo-
logi in celule de lacuste.

Multe alte observatii microscopice conduc spre
afirmarea rolului cromozomilor in transmiterea
caracterelor:

e celulele corpului organismelor (somatice,
diploide) contin perechi de cromozomi diferentiate
ca morfologie si dimensiuni;

e celulele corpului unui organism au acelasi
numar de cromozomi;

e celulele reproducatoare (gametii) au juma-
tate din numarul de cromozomi prezenti in celulele
somatice ale organismului care le produce (sunt
haploide);

e dupa fecundatie, celula ou (zigotul) are ace-
lasi numar de cromozomi ca al celulelor somatice
din organismele care au produs gametii.

Aceste descoperiri au relevat implicatiile legilor
mendeliene: cromozomii se comportd ca factorii
ereditari descrisi de G. Mendel, i poarts sau chiar
ei sunt acesti factori.

Dovezi care sa sustina ideea ca purtatorii fac-
torilor ereditari sunt cromozomii vin dupa 1902, an
in care germanul Theodor Boveri demonstreaza
ca dezvoltarea normald a celulelor depinde de
existenta unei combinatii normale de cromozomi,
anticipand ideea ca fiecare cromozom are un
efect calitativ unic in diferentierea si dezvoltarea
celulara. Aceasta idee nu a fost acceptata fara
dovezi clare citologice si genetice.

Dovada finala este adusd de Teoria cromo-
zomala a ereditatii, rezultata in urma cercetarilor
pe musculita de otet (Drosophila melanogaster)
efectuate de un colectiv de cercetatori americani
condugi de Thomas Hunt Morgan. Acestia au
demonstrat convingator atat ca genele (factorii
ereditari mendelieni) sunt localizate in cromozomi,
cat si principiile fundamentale ale transmiterii
caracterelor genetice.

Analiza cantitativa a cromozomilor a indicat
compozitia de 40 % ADN si 60% proteine. Initial
s-a banuit ca proteinele sunt responsabile de sto-
carea informatiei genetice nu numai pentru ca



sunt in cantitate mai mare, dar si pentru ca mole-
culele lor sunt compuse din 20 de subunitati
diferite, in timp ce ADN are numai patru unitati
diferite.

Istoria descoperirilor si cercetarilor asupra
acizilor nucleici incepe in 1868 cu biologul elve-
tian Friedrich Miescher, care a realizat primele
studii asupra nucleilor celulari extrasi din celulele
descompuse aflate in puroiul colectat de banda-
jele unor plagi. In acesti nuclei Miescher identific
compusi ai fosforului pe care Ti numeste nucleina,
substanta care contine o parte acida pe care azi
o numim ADN si o parte proteicd pe care o
recunoastem azi ca histone, proteine respon-
sabile de organizarea arhitecturalda a ADN. Ulte-
rior Miescher descopera substante similare nucle-

pneumococ
virulent omorat
prin tratare
termica

pneumococ
virulent viu

pneumococ
nevirulent viu

soarecele moare

=

,,wfiarecele traieste

inei Tn nucleul spermatozoizilor de somon.
Cu toate ca a separat portiunea acida din nucle-
ind si i-a studiat proprietatile, structura ADN
ramane necunoscutd pana in deceniul al cincilea
din secolul XX.

in 1928, Frederick Griffith a descoperit ca
diferite tulpini ale pneumococului Streptococcus
pneumoniae pot determina efecte diferite asupra
soarecilor. Injectarea cu o tulpina virulentd cu
capsula neteda omoara soarecii, iar injectarea cu
o tulpind nevirulenta fara capsuld nu are niciun
efect asupra soarecilor. Daca tulpina virulenta
este omorata prin tratare termica si injectata apoi
soarecilor, nu va produce niciun efect. Daca
tulpina virulentd omorata este injectatd impreuna
cu tulpina nevirulentd vie, soarecii mor si in
sangele lor se gasesc streptococi virulenti vii
(fig.1.3). Aceste rezultate l-au condus pe Griffith
la ideea ca exista un factor care a determinat
transformarea pneumococilor din nevirulenti in
virulenti.

amestec pneumococ virulent
omoréat prin tratare termica
+ pneumococ nevirulent viu

soarecele moare

Fig. 1.3. Demonstrarea transformaérii genetice a pneumococilor nevirulenti in pneumococi virulenti.

Cine este acest factor au demonstrat in 1944
cercetatorii Oswald Avery, Colin Macleod si
Maclyn McCarty, de la Institutul Rockefeller. Avery
si colegii sai au separat ADN si proteinele
tulpinilor de pneumococi. Adaugand in cultura de
pneumococi nevirulenti ADN de la tulpina viru-

lenta, obtine Tn cateva zile pneumococi virulenti,
in timp ce la adaugarea proteinei de la pneumo-
cocii virulenti in culturi de pneumococi nevirulenti
nu se produce nicio transformare. La acea vreme
rezultatele lui Avery nu au fost acceptate, multi
oameni de stiintd au considerat ca nu fusese bine




izolat ADN bacterian si ca probabil un fragment
proteic a determinat transformarea pneumo-
cocilor nevirulenti in virulenti.

Abia in 1952 un experiment realizat de Alfred
Hershey si Martha Chase demonstreaza ca ADN
este materialul genetic.

Utilizand izotopii radioactivi de sulf *S pentru
marcarea aminoacizilor din proteinelor virale si de
fosfor *P pentru marcarea radicalilor fosfat din
acizii nucleici virali, Alfred Hershey si Martha
Chase au urmarit infectia a doua tipuri de bacte-
riofag T2: prima cu capsida marcata radioactiv si

bacteriofagul T2
cu ADN radioactiv (**P)

virusul infecteaza

a doua cu genom viral marcat radioactiv. Astfel,
din culturile celulelor bacteriene de Escherichia
coli infectate cu bacteriofag in care ADN era
marcat radioactiv s-au identificat bacteriofagi cu
genom marcat.

Din culturile bacteriene infectate cu bacteriofag
in care capsida era radioactiva s-au identificat
bacteriofagi replicati neradioactivi. S-a demon-
strat astfel ca materialul genetic care codifica
informatia necesara replicarii noii generatii de
fagi este molecula care contine fosfor, adica
ADN (fig. 1.4).
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Fig. 1.4. Experimentul realizat de Alfred Hersey si Martha Chase

in 1936, Wendell M. Stanley identifica acizi
nucleici in virusul mozaicului tutunului-VMT. Ulte-
rior (1937) Frederick Charles Bawden descopera
ca VMT contine ca genom acid ribonucleic ARN.

in 1957, H. Fraenkel-Conrat si B. Singer
demonstreaza rolul ARN din VMT (fig 1.5). Ei
separa proteina din capsida, de ARN viral si
demonstreaza ca ARN este materialul genetic
viral. Injectarea frunzelor de tutun cu virus hibrid
compus din capsida proteica a unei tulpini de

(VMT2) si ARN de la alta tulpina (VMT1) deter-
mina formarea unor leziuni caracteristice virusului
de la care a provenit ARN (VMT2 ).

Cu mult inainte de data acestei demonstratii se
cunostea deja ca ADN este o macromolecula, un
polimer compus din unitati numite nucleotide care
sunt de patru tipuri, dar nu se cunostea modul in
care aceste componente se leaga, care este
structura si cum sunt codificate informatiile pentru
a se transmite de la o generatie la alta.
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Fig. 1.5. Demonstrarea rolului ARN in determinarea caracterelor ereditare

Tn anul 1953, James Watson si Francis Crick,
studiind prin difractie in raze Réntgen structura
ADN, au reusit sa descopere pozitia atomilor si au
dedus ca ADN este un dublu helix, descriind
astfel structura macromoleculei de ADN (fig. 1.6).

Intrucat cercetérile lor s-au realizat in vitro pe
ADN extras din celule, a fost necesara confir-
marea descoperirilor lor si in ADN in vivo, fapt
realizat de Maurice H. F. Wilkins, in acelasi an
1953. Pentru rezultatele cercetarilor lor, cei trei au ,
fost rasplatiti cu Premiul Nobel in 1962. Fig. 1.6.

EVALUARE

1. Dupa primele rezultate ale analizei cantitative a cromozomilor, cercetatorii au banuit ca
proteinele sunt responsabile de stocarea informatiei genetice. Cercetari ulterioare au infirmat aceasta
banuiala. Indicati cinci argumente care sa infirme rolul proteinelor in stocarea si transmiterea carac-
terelor genetice. :

2. Atat experimentele conduse de Frederick Griffith cat si cele conduse de Avery au utilizat ca
material biologic pneumococii. Prin ce se deosebesc cele doua experimente si care au fost concluziile
formulate de coordonatorii lor?

3. Realizati un referat cu tema ,Metoda stiintificd aplicatd in experimentul realizat de
H. Fraenkel-Conrat si B. Singer”, in care sa:

— definiti metoda stiintifica;

— descrieti etapele metodei stiintifice;

— imaginati aplicarea metodei stiintifice in cadrul experimentului realizat de H. Fraenkel-Conrat si
B. Singer.

4. Ce contributii au adus geneticii moleculare James Watson, Francis Crick si Maurice H. F.
Wilkins?




COMPOZITIA CHIMICA SI STRUCTURA
ACIZILOR NUCLEICI

)

Acizii nucleici sunt compusi organici alcatuiti
din elementele carbon, oxigen, hidrogen si fosfor.
Unitatile structurale ale acizilor nucleici se
numesc nucleotide si sunt structuri complexe.
Fiecare nucleotida este compusd din trei ele-
mente (fig 1. 7): o baza azotata, o pentoza(glucid)
si un radical fosfat. in structura nucleotidelor pot
intra cinci varietati majore de baze azotate: ade-
nina (A), guanina (G), citozina (C), timina (T) si
uracilul (U). Adenina si guanina apartin clasei de
baze azotate numite purine si au dimensiuni mai
mari, fiind compuse din doua inele ce formeaza
nucleul purinic. Citozina, timina si uracilul apartin
clasei de baze azotate numite pirimidine, au
dimensiuni mai mici, fiind compuse dintr-un singur
inel ce constituie nucleul pirimidinic. Sinteza nu-
cleotidelor incepe cu atasarea bazei azotate la
pentoza, fapt ce duce la formarea unei nucleo-
side, si continua cu legarea unui radical fosfat de
un atom de azot din carbonul C5 al pentozei
nucleosidei, formandu-se astfel nucleotida.

Acizii nucleici sunt reprezentati de doua clase
majore de molecule: acid dezoxirobonucleic —
ADN si acid ribonucleic — ARN. Desi atat ADN cat
si ARN sunt compusi din nucleotide, intre cele
doua molecule exista deosebiri. Astfel, in nucleo-
tidele ADN (fig. 1.8) pentoza este dezoxiriboza,

baza
azotata

l"."t

O—-pP-0 5
| !
O~

radical fosfat

carbonul 3 al pentozei

riboza dezoxiriboza

5C — pentoza

¥ loc de legare a gruparii fosfat

* |oc de legare a unei baze azotate

acest oxigen dispare la formarea

‘H nucleotidei

N g

7 N 3 -
3 ¥ |oc de legare a pentozei

8

2

9 k i 5

N N

» .

nucleu pirimidinic

nucleu purinic

OH

0°—=l———-0H

by

*®

* loc de legare a pentozei cu radicalul fosfat

acid fosforic

Fig. 1.7. Componentele nucleotidei.

iar bazele azotate pirimidinice sunt timina si
citozina; in nucleotidele ARN pentoza este riboza,
iar bazele azotate pirimidinice sunt uracilul si
citozina.

pirimidine
NH; o

N N

| | |

H H H
citozina uracil timina

purine

adenina

Fig. 1.8. Tipuri de baze, pentoze si nucleotide.




Atat ADN cat si ARN sunt macromolecule com-
puse din doud sau o catend polinucleotidica. In
catena polinucleotidica, legaturile dintre nucleotide
sunt realizate prin intermediul radicalilor fosfat.
Acestia formeaza legaturi covalente intre atomul
C5' al pentozei unei nucleotide si carbonul C3' al
altei nucleotide.

STRUCTURA PRIMARA
SI SECUNDARA A ADN

Molecula de ADN este bicatenara, fiind for-
mata din doua catene polinucleotidice legate intre
ele prin legaturi slabe de hidrogen realizate intot-
deauna intre o bazd azotata purinica si una
pirimidinicé. Intotdeauna legaturile de hidrogen se
formeaza in ADN intre adenina si timina( A-T, sau
T-A) si intre citozina si guanina (C-G sau G-C),
motiv pentru care aceste perechi se numesc baze

5(

baza azotata

i
0~P-0-——CH,
&

radical fosfat

pentoza

nucleotida

polinucleotida
a)

azotate complementare. Consecinta acestui fapt
este ca, intr-o moleculd bicatenara de ADN,
numarul nucleotidelor ce contin adenina este egal
cu cel al nucleotidelor care contin timina (A=T), iar
numarul nucleotidelor care contin citozina este
egal cu cel al nucleotidelor care contin guanina
(C = G). Astfel, rezulta si ca, intr-o molecula bica-
tenard de ADN, suma nucleotidelor A+C este
egala cu suma nucleotidelor T+G, deci A+C=T+G.

Secventa dezoxiribonucleotidelor din fiecare
catena a ADN alcatuieste structura primara a
acizilor nucleici ( fig.1.9 ). Avand in vedere ca indi-
vidualitatea unei dezoxiribonucleotide este data
de tipul de baza azotata ce intra in structura ei,
putem reprezenta o nucleotida prin litera de la
fnceputul cuvantului ce denumeste baza azotata
care o alcatuieste, respectiv A, T, C sau G. Astfel,
o secventa de ADN care sa redea structura
primara a ADN ar putea fi reprezentata TACG etc.
ca in figura anterioara.

3v

b)

Fig. 1.9. Structura primara a ADN: a) formarea catenei polinucleotidice; b) diagramele unor catene de ADN.

Forma bicatenara a ADN datorata formarii
legaturilor de hidrogen intre bazele azotate com-
plementare alcatuieste structura secundara a
ADN (fig.1.10). Numarul de legaturi de hidrogen
care se stabilesc intre bazele azotate comple-

mentare ale celor doua catene depinde de struc-
tura si compozitia nucleelor pirimidinic i purinic,
astfel ca intre adenina si timina se formeaza doua
legaturi de hidrogen( A=T; T= A), iar intre citozina
si guanina se formeaza trei legaturi de hidrogen

e



(C=G, G=C). Sensul de legare a nucleotidelor prin
intermediul radicalilor fosfat difera intre cele doua
catene.

b)

Astfel, daca intr-o catena sensul este
C5' —» C3/, in catena complementara sensul va fi
C3 +CH.

Fig. 1.10. Structura secundara a ADN.
a. Diagrama moleculei bicatenare de ADN: benzile albastre reprezintd dezoxiriboza si radicalii fosfat. b. Detaliu care
prezinta orientarea antiparaleld a celor doua catene: una in sens 3' — 5', iar cealaltd in sens 5° — 3'. ¢. Model al ADN

construit pe calculator.

Intrucat cele dou& catene ale moleculei de
ADN sunt complementare, succesiunea bazelor
azotate dintr-o catend determina succesiunea
bazelor din catena antiparalela. Asfel, daca pe o
catena exista o regiune cu secventa TACAATG, in
dreptul ei pe catena opusa se va afla secventa
ATGTTAC.

Modul in care se realizeaza legaturile intre
cele doua catene polinucleotidice antiparalele are
drept consecinta forma de dublu helix dextrogir
(rotatii spre dreapta), infasurat in jurul unui ax.
Distanta dintre doud nucleotide succesive este
de 3,44, iar pasul eliciei este de 34 B\, ceea ce
corespunde la 10 perechi de nucleotide. Dia-
metrul helixului este de 20A.

TIPURI DE ARN - STRUCTURA
SI FUNCTII

Acidul ribonucleic ARN este o macromolecula,
un polimer compus din ribonucleotide cu o struc-
tura, in general, monocatenara. Ribonucleotidele
sunt compuse din aceleasi elemente ca si dezoxi-

ribonucleotidele: o baza azotata, o pentoza si un
radical fosfat. Spre deosebire de dezoxiribonu-
cleotide, ribonucleotidele contin pentoza riboza,
iar in loc de timina baza pirimidinica uracil.

Si in catena ARN nucleotidele realizeaza lega-
turi prin radicalul fosfat (legaturi fosfodiesterice)
intre C5' al ribozei unei nucleotide si C3' al ribozei
nucleotidei urmatoare fapt ce determina polari-
tatea catenei (fig. 1.11).

ARN are o mare eterogenitate structurald si
functionala. O celuld contine mai multe tipuri de
ARN, trei dintre acestea jucand un rol major in
exprimarea caracterelor genetice, adica in sin-
teza proteica: ARN mesager (ARNm), ARN de
transfer(ARNt) si ARN ribozomal (ARNr). Sinteza
acestora se realizeazd pe baza informatiei din
ADN.

ARNmM — este o molecula lineara (fig. 1.12) cu
dimensiuni variabile, avand o secventa de nucle-
otide complementara cu secventa unei catene de
ADN a carei informatie geneticd a copiat-o. In
celula acest ARNm reprezinta 2-5% din cantitatea
totala de ARN, functia lui fiind aceea de a copia



informatia din ADN si a o aduce la locul sintezei
proteice (transcriptie).

ARNt — este o molecula cu dimensiuni relativ
reduse (fig 1.13), contine circa 77-87 de nucle-
otide care se dispun sub forma unei frunze de
trifoi mentinuta prin formarea pe anumite portiuni
a unui numar de legaturi de hidrogen, motiv
pentru care poseda regiuni bicatenare ce
alterneaza cu cele monocatenare. In mitocondrii
se pot afla peste 20 de tipuri de ARNt, in timp ce
in citoplasma celulelor eucariote numarul tipurilor
de ARNt poate sa varieze intre 40 si 60. Fiecare
moleculd de ARNt prezinta o regiune numita anti-
codon, plasata in bucla centrald, si o regiune de
recunoastere si legare a unui anumit aminoacid,
plasata la polul opus anticodonului. Regiunea
numita anticodon este compusa dintr-o secventa
de trei nucleotide care au rolul de recunoastere a
unui segment de trei nucleotide, numit codon,
aflat in structura ARNm. ARNt reprezinta aproxi-
mativ 15% din totalul ARN din celula si are rolul
de a transfera aminoacizii la locul sintezei pro-
teice din celula (intervine in translatie).
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Fig.1.11. Structura monocatenara polinucleotidica
a macromoleculei de ARN.
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Fig. 1.13. ARN de transfer.
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