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Cuvant inainte

Motto:
» lehnologia este natura omului modern”
Octavio Paz (1914-1998)

Stiinta inregistreaza astazi un progres fara precedent, iar
cercetarea moderna presupune dezvoltarea acelor tehnologiilor cu
impact in cele mai diverse compartimente ale vietii umane. Revolutia
microbiologica si revolutia geneticd au deschis calea cétre extinderea
cunoagterii proceselor vietii, oferind noi posibilitdti de apérare a
sé&natéatii omului, de crestere a bazei de materii prime organice dar Si
crearea de noi plante si animale cu caracteristici de productivitate
superioare.

Cunoagterea aprofundata la nivel celular, molecular si atomic
a performantelor si proprietatilor sistemelor biologice a determinat o
nouda revolutie in biologie, revolutia biotehnologica, cu profunde
implicatii in majoritatea activitatilor umane. Principalul sau scop il
constituie rezolvarea unor probleme stringente la nivel planetar din
domeniul energiei, agriculturii, industriei, sanatétii, alimentatiei si
protectiei mediului inconjurdtor. In acest context, obtinerea de
organisme modificate genetic, cu performante biologice si productive
superioare, reprezinta obiectivul prioritar al cercetérilor moderne de
genetica aplicata, orientata spre elaborarea unor procedee eficiente
de sporire a variabilitatii genetice, conform exigentelor programelor
de ameliorare a speciilor de interes economic.

Plantele modificate genetic au interesat pana recent doar
agricultura si industria alimentara, dar la inceputul noului mileniu este
deja evidenta tendinta utilizarii lor in multe alte domenii: industria
lemnului gi hartiei, textild, farmaceutica, etc. Prin modificare genetica,
pot fi obtinute plante agricole noi, capabile de productii record,
nepoluante si cu insugiri de calitate ameliorate. Se anticipeaza cé
maximul de valoare potentiald adaugatd plantelor de cultura
transgenice rezida in modificarile produselor finite, cum ar fi, de
exemplu: cresterea continutului de amidon, proteine, uleiuri $i
zaharuri; modificarea insusirilor de panificatie (la gréu); sporirea
continutului de p-caroten; cresterea duratei de péastrare a fructelor
sau legumelor, etc.
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Cunoscéand deja comportamentul organismelor simple si pe
baza capacitétii de totipotenta a plantelor, cercetétorii au pus bazele
fitovitroculturii sau culturii plantelor in vitro, prin cresterea pe medii
artificiale a unor portiuni infime de plante sau chiar celule. Pe de alta
parte, in sectorul animalier, rezultatele utilizarii biotehnologiilor
moderne s-au materializat deja prin cresterea productiei de carne,
lapte, oud, lana, diminuarea perioadei neproductive, cresterea
rezistentei la anumite boli, etc., asadar imbunéatatirea calitativa a
efectivelor si cresterea randamentului si eficientei economice.

Revolutia biotehnologicd cunoaste in prezent un avént féra
precedent, iar securitatea alimentara pe termen lung are toate
premisele de a fi asigurata, gratie utilizarii organismelor modificate
genetic. In facto, securitatea alimentard durabila presupune
~mostenirea” l[asata urmasilor, iar acest lucru este tradus, in contextul
unei cresteri demografice explozive la nivel mondial, prin productii
vegetale si animaliere superioare si de calitate, lucru realizabil doar
cu ajutorul descoperirilor stiintifice, aplicand tehnologii bine studiate
si reglementate. Biotehnologiile moderne in general si transgeneza
n special, dispun de un potential enorm pentru asigurarea securitatii
alimentare, cresterea calitatii vietii, mentinerea biodiversitatii Si
protectia mediului inconjurétor.

Lucrarea de fata se adreseaza studentilor si masteranzilor de
la facultatile de profil, cercetatorilor, precum i tuturor acelora
interesati de domeniul fascinant al bioingineriei si biotehnologiilor
agricole moderne, domeniu transpus in practica prin fitovitrocultura
(cultura plantelor in vitro), respectiv plante si animale modificate
genetic, via transgenezd. Parafrazandu-l pe Octavio Paz, eseist Si
diplomat mexican, biotehnologiile reprezinta viitorul omului modern si
sansa omenirii, o lume in care, s& nu uitam, cca 13% din populatia
globala inca suferéa de foame, iar in fiecare ora, 300 de copii mor din
cauza inanitiei, conform unui raport recent al organizatiei ,Save the
Children”.

Autoarea
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CAPITOLUL |

NOTIUNI DE CRESTERE $I INMULTIRE A PLANTELOR
SUPERIOARE

Plantele cultivate sunt rezultatul multor ani de ameliorare, in
cursul carora a fost practicata selectia pentru caracterele dorite
(productie ridicata, calitatea superioara a produselor, rezistenta la
boli si daunatori, etc.).

Descifrarea oricarui proces biologic, ihcepand de la originea
vietii si evolutia biologica, ajungand la caracterele morfologice,
fiziologice si biochimice ale organismelor si termindnd cu gandirea si
comportamentul uman, nu poate fi realizatda decat admitand in
sistemul de elemente definitorii, componenta ereditara. Ereditatea si
variabilitatea lumii vii sunt trasaturi inseparabile, specifice si definitorii
ale vietuitoarelor, fiecare specie avand propriul sau patrimoniu ereditar
sau propria sa zestre genetica si propria sa capacitate de variabilitate.

Primele observatii asupra ereditati au fost efectuate in
antichitate, cu multe milenii 1.Hr., atunci cand oamenii au reusit sa
creeze primele soiuri de plante si rase de animale. In mod empiric, ei
observasera deja calea de transmitere la descendenti a caracterelor
parintilor. Cea mai veche observatie asupra transmiterii caracterelor
ereditare de la parinti la urmasi s-a gasit pe o tabla de piatra veche
de peste 6000 de ani. Piatra a fost descoperita in localitatea Elam, la
est de orasul Ur din Chaldeea si reprezinta pedigree-ul a 5 generatii
de cai. Pe tableta sunt inscriptionate indicatii referitoare la modul
cum se transmit la urmasi forma capului si a copitelor. Aceste marturii
demonstreaza ca in Chaldeea, acum sase milenii, se practica
ameliorarea cailor (www.wikipedia.org).

Capacitatea de a sintetiza noi compusi din elementele sau din
substantele acumulate in organismele vii, prin preluarea acestora din
mediul inhconjurator, gratie proceselor de metabolism, constituie un
atribut al materiei vii. Organismul vegetal este constituit din sute de
milioane de celule care, fiind rezultatul diviziunilor succesive ale unei
celule initiale (zigotul), mostenesc aceeasi informatie genetica. Desgi
celulele care alcatuiesc un organism multicelular poseda genomuri
identice, ele manifesta o pronuntata diversitate, exprimata atat la
nivel morfologic, cat si functional, in corelatie cu functiile specializate
pe care le indeplinesc.
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Cresterea este fenomenul prin care se produce o marire
ireversibila a dimensiunii celulelor, organelor si a intregului organism
in final. Marirea si extensia celulelor se face in mod treptat dar
definitiv, pana la atingerea formei si a dimensiunilor prestabilite
genetic. Cand celula se apropie de marimea normala a unei celule
adulte, se instaleaza procesele de metabolism specifice celulelor cu
o anumita functie, localizate in {esuturi si organe.

Nu exista nicio etapa de dezvoltare in lumea vegetala care sa
nu fie legata de caracterul specific al cresterii, ea insasi fiind o latura
a dezvoltarii. Prin urmare, in afara cresterii, ca insusire fundamentala
a materiei vii, nu existd dezvoltare. in fiecare stadiu de dezvoltare
cresc organe vegetative corespunzatoare; unele dintre ele, asa cum
sunt frunzele de exemplu, se formeaza in toate etapele, iar altele pot
fi caracteristice pentru unul sau altul din stadiile de dezvoltare.

Totipotenta (omnipotenta) celulara defineste existenta, in fiecare
celula, a capacitati de a se reproduce, de a genera o noua planta,
identica din punct de vedere genetic, cu planta de la care provine
celula. Aceasta competenta extraordinara a fost sugerata pentru prima
data de austriacul Gottlieb Haberlandt, in 1902. ,Teoretic, toate celulele
plantelor sunt in masura sa dea nastere la o noua planta, completa”,
spunea acesta, iar pe baza afirmatiilor sale au fost posibile numeroase
descoperiri ulterioare Th domeniu, chiar daca abia dupa 1920, cand a
Tnceput perioada de pionierat pentru fitovitrocultura.

Figura 1. Haberlandt G. (1854-1945), promotorul fitovitroculturii

Ipoteza vizionara Iui Haberlandt admitea ideea ca fiecare
celula contine informatia ereditara imprimata in genom si, in anumite
conditii optime, isi poate relua activitatea, poate creste si se poate
multiplica, astfel incat se pot genera noi tesuturi, organe si chiar
plante intregi.
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Insusirea de totipotentd ce caracterizeaza toate celulele
vegetale nucleate vii, indiferent de functiile specializate pe care
acestea le indeplinesc Tn organismul multicelular, a fost pe deplin
demonstrata odata cu dezvoltarea tehnicilor de cultura in vitro la
plante (fitovitrocultura). Prin detasarea unui fragment de tesut dintr-
un organism vegetal, reteaua de semnale intra si extracelulare este
mult simplificata, iar daca fragmentul de t{esut este plasat in conditji
corespunzatoare in vitro, se poate realiza atat exprimarea totipotentei
morfogenetice, prin reconstituirea unui organism intreg pornind de la
celulele somatice, cat si a totipotentei biochimice, prin declansarea la
nivelul celulelor din cultura a intregului potential al metabolismului
secundar caracteristic speciei (Jurcoane si colab., 2004).

Fiecare celula vie, indiferent de sursa de provenienta, detine
in genomul sau intreaga informatie genetica necesara reproducerii Si
perpetuarii speciei. Aceasta zestre ereditara poate fi insa exprimata
doar atunci cénd plantei ii sunt oferite toate conditiile indispensabile
manifestarii integrale a totipotentialitati, Tn primul rand prin
desprinderea acesteia din sistemul integrat al organismului sau al
organului, prin intreruperea legaturilor menite sa preintdmpine
dezvoltarea haotica a celulelor unui sistem in ansamblul lui gi
crearea conditiilor optime exprimarii si punerii in valoare a tuturor
aptitudinilor detinute de genomul celulei (Cachita, 1987).

Cunoasterea factorilor care induc modificari previzibile ale
starii de diferentiere si de competenta celulara este foarte
importanta, pentru a putea controla si dirija exprimarea totipotentei
celulelor vegetale, ca o conditie de baza a utilizarii culturilor de celule
si de tesuturi, atat pentru regenerarea de plante, cat si pentru
producerea de metaboliti secundari de interes industrial.
Diferentierea unor tipuri celulare specifice nu poate fi explicata decat
admitand faptul ca unele gene functioneaza permanent, iar altele
doar temporar, in momente specifice din ontogeneza. intr-o celuld
specializata sunt active numai genele care controleaza functia
respectiva si activitatile generale de intretinere a viabilitatii celulare,
restul genelor avand activitatea blocata.

Exprimarea selectiva a unor parti distincte ale informatiei
genetice celulare este rezultatul raspunsului la semnalele din mediul
extracelular (nutrienti, hormoni, factori fizici, etc.), semnale
recunoscute si prelucrate de catre celulele respective. Fluxul de
informatii din mediul extracelular este filtrat prin sistemele de
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prelucrare a semnalelor din membranele celulare si din citoplasma,
spre situsurile unde are loc expresia genica. In acest fel, are loc
integrarea efectiva a activitatilor celulare in entitatea structurala si
functionala a organismului, este posibila supravietuirea si
reproducerea acestuia (Jurcoane si colab., 2004).

in aceeasi ordine de idei, cercetatorul american Giinter Blobel
(laureat al Premiului Nobel pentru Fiziologie si Medicina in 1999) de
la Universitatea Rockefeller New York, a formulat asa numita
.ipoteza de semnal”, care postuleaza faptul ca proteinele din celula
detin un semnal intrinsec care le guverneaza catre si prin membrana
reticulului endoplasmatic. Semnalul este alcatuit dintr-o peptida,
adica o secventa de aminoacizi intr-o anumita ordine, care constituie
parte integranta a proteinei. Proteinele care urmeaza a fi exportate
din celula sunt sintetizate de ribozomi.

mBRMNA

_ribosome
e

i protein chain
-~

1/

signal papﬂiée N e
%_ )’L;—lé 1' - :___? —
- —
membrane ":} ?ll_ ‘-\'é.
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e
Enduplasmm = " malure protein

reticulum membrane

Figura 2. ,Ipoteza de semnal” formulata de Blobel
(http://swrq.jpkc.cc/swrg/newscontent/76)

Blobel a sugerat ca, in primul rand, o peptida semnal este
formata ca o parte a proteinei. Cu ajutorul proteinelor de legatura,
peptida semnal directioneaza ribozomii la un canal din reticulul
endoplasmatic. Lantul proteic penetreaza canalul, peptida semnal
este scindata, iar proteina completa va fi eliberat in lumenul
reticulului endoplasmatic. Proteina este apoi transportata in afara
celulei. Aceasta ipoteza s-a dovedit universala, din moment ce
procesele functioneaza in acelasi mod in celulele de drojdie, plante
sau animale (http://swrq.jpkc.cc/swrg/newscontent/76).

14



Elena Bonciu - Fitovitrocultura si transgeneza in contextul
bioingineriei si biotehnologiilor moderne

Semnale intrinseci similare, care au drept tinta transportul de
proteine si exportul lor n exteriorul celulei, sunt primite si de alte organite
citoplasmatice. Fiecare proteind poartda in structura sa informatiile
necesare pentru a specifica locatia corespunzatoare in celula.
Secventele specifice de aminoacizi (semnale topogenice) determina
daca o proteina va trece printr-o membrana intr-un anumit organit, va
deveni parte integrantd a membranei, sau va fi exportata in afara celulei.
Aceste semnale topogenice au fost comparate de Blobel cu etichetele
sau codurile zip destinate sa asigure faptul ca bagajele unui calator ajung
la destinatia corecta. Secventa semnal este reprezentata, de fapt, printr-
un lant de aminoacizi diferiti, parte integranta a proteinei.

secretion

endoplasmic

Golgi complex
reticulum :

cell rnembrane

=
itochon dnon sianel

/@W @%q

éﬁgnal ﬁeul
sequence signal
protelns | Jsequence
..r‘
m pero:usome

chlnroplast

Figura 3. Celula vegetala si transportul proteinelor mediat de
secventele semnal sau semnale topogenice
(http://swrq.jpkc.cc/swrg/newscontent/76)

Proteinele nou sintetizate sunt furnizate cu ,etichete de
adrese” speciale, secvente semnal sau semnale topogenice, cu
ajutorul carora traverseaza membranele organitelor intracelulare si
sunt conduse fintr-un loc concret din interiorul celulei sau sunt
exportate Tn exteriorul ei (http://swrg.jpkc.cc/swrg/newscontent/76).

1.1. Organizarea celulei eucariote vegetale
Celula reprezintad unitatea de organizare a materiei vii si de
constructie a oricarui organism viu. Indiferent de modul de
reproducere a unui organism, continuitatea vietii se asigura doar prin
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intermediul celulei sau, altfel spus, viata se manifestd doar in cadrul
organismelor cu structura celulara. Celulele izodiametrice sunt
numite si celule parenchimatice, iar cele alungite, prozenchimatice.

Nucleu
Reticul endoplasmatic
neted

Reticul endoplasmatic
rugos Membrana

Perete celular

Cloroplast ~ Ribozomi

- Vezicula
de transport

Peroxizom

Vacuola centrala

Figura 4. Structura celulei eucariote vegetale
(https://www.google.ro/search?q=eucariote+cellula, modificat)

Celula este constituita din  protoplast (ansamblul
componentelor celulare interne) si perete celular. Protoplastul consta
din protoplasma (totalitatea compusilor vii) si substante ergastice
(produsi pasivi ai protoplastului).

Protoplasma este alcatuita din citoplasma si nucleu. Citoplasma
include matrixul citoplasmic (substanta fundamentald), impreuna cu
entitati  structurale distincte (plastide, mitocondrii, microtubuli, etc.)
si sistemele de membrane (reticulul endoplasmic si dictiozomii), ce sunt
suspendate in matrix si pot fi studiate in detaliu cu ajutorul
microscopului electronic. Citoplasma este delimitata de peretele celular
printr-o membrana plasmatica denumita plasmalema sau membrana
celulara. in celula eucariotd vegetald se mai dezvolta una sau mai multe
vacuolele, pline cu suc celular (suc vacuolar), marginite de o membrana
plasmatica denumita tonoplast.
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