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PREFATA

Cunoasterea ereditatii si variabilitatii organismelor are
importanta teoretica si practica. Genetica este una din ramurile
noi ale biologiei care a facut progrese uriase n aprofundarea
cunostintelor despre ereditate si mai ales in elaborarea de metode
de transformare a plantelor si animalelor in conformitate cu
nevoile umane.

Lucrarea Metode clasice si moderne de cercetare
utilizate n genetica vegetala prezinta cititorilor tehnicile
folosite in lucrarile de citogenetica si in transformarea ereditatii
organismelor. Acestea includ atat tehnici clasice, cat si
moleculare, utilizate pentru analiza structurii si numarului
cromozomilor, precum si pentru identificarea anomaliilor
genetice. Aceste metode sunt complementare si utilizate n
functie de scopul cercetarii, oferind o imagine complexa asupra
modificarilor genetice la nivel cromozomial si molecular.

Studiul cromozomilor este esential in citogenetica
vegetala pentru intelegerea si manipularea materialului genetic
al plantelor. Cromozomii, structuri celulare observabile Tn
timpul diviziunilor celulare, joacd un rol crucial in pastrarea si
transmiterea informatiei ereditare. De asemenea, cromozomii
poarta informatia genetica. Studiul lor contribuie la intelegerea
legaturilor dintre cromozomi si a rolului genelor Tn exprimarea
fenotipicd a caracteristicilor plantelor. Studiul cromozomilor
permite determinarea nivelului de ploidie la plante. Cercetarile
Tn domeniul aneuploidiei deschid perspective pentru ameliorarea



plantelor, permitand inlocuirea sau adaugarea de cromozomi
valorosi de la alte soiuri pentru a transfera gene de rezistenta la
boli sau seceta. Se pot studia efectele unor factori precum virusii,
care pot influenta conjugarea cromozomilor si distributia
materialului genetic in celulele fiice ale plantelor, iar factorii de
mediu, cum ar fi temperatura scazuta sau prezenta colchicinei,
pot influenta marimea cromozomilor in celulele vegetale.

Tehnicile de citogenetica conventionala implica analiza
numarului si structurii cromozomilor prin formarea cariotipului,
in timp ce tehnicile de citogeneticA moleculard, precum
hibridizarea in situ fluorescenta (FISH), detecteaza cromozomi
sau loci specifici prin utilizarea de probe ADN marcate
fluorescent. Studiul cromozomilor mitotici este o practica
obisnuita in laboratoarele de citogenetica vegetala, folosind, de
exemplu, meristeme radiculare de ceapa (Allium cepa).

Sper cd aceasta lucrare va constitui un important sprijin
pentru studenti, cadre didactice si cercetatori din domeniul
geneticii. Autorul multumeste tuturor celor care vor binevoi ca
prin observatii critice sd contribuie la imbunatatirea ei.
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PARTEAI
GENETICA MOLECULARA SI CELULARA

CAPITOLUL |
NOTIUNI GENERALE DE MICROSCOPIE

1.1. Metode si tehnici uzuale de laborator folosite in
citogenetica

Genetica, stiintd biologica aparutd odata cu lucrarile lui
Gregor Mendel denumite "Versuche Uber Phlantzenhybriden"
(1965) a cunoscut ulterior o dezvoltare rapidd si puternica.
Descoperirea mijloacelor de investigatie a organismelor
(microscopia optica si electronicd, analizele spectrale,
biochimice, etc.) au fost utilizate la identificarea multiplelor
ceea ce a permis dezvoltarea geneticii si elucidarea a numeroase
probleme legate de ereditate.

Ereditatea, conform DEX, reprezinta 1insusirea
vietuitoarelor de a transmite urmasilor caracterele genetice
specifice fiecarei specii.

Variabilitatea este proprietatea fiintelor vii de a-si
schimba, sub influenta mediului si a ereditatii, Tnsusirile
morfologice, fiziologice, biochimice, etc.

Citogenetica, ramura a geneticii, studiazd organitele
celulare cu rol genetic. Acestea pot fi observate numai dupa
dobandirea cunostintelor si deprinderilor necesare in utilizarea
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metodelor si tehnicilor folosite in lucrarile de citogenetica in
legatura cu realizarea si examinarea preparatelor microscopice.

Materiale  necesare:  microscoape  optice/fotonice/
electronice, coloranti, fixatori, lame si lamele microscopice,
tesuturi meristematice (tesuturi vegetale cu caracter embrionar,
formate din celule nediferentiate si nespecializate care au
capacitatea nelimitatd de diviziune celulara. Ele asigura cresterea
si dezvoltarea plantelor prin formarea de noi celule si diferentierea
acestora in diverse tesuturi definitive. Celulele meristematice au
pereti subtiri, citoplasma abundenta si un nucleu voluminos, fiind
situate Tn special la varfurile de crestere ale radacinilor, tulpinilor
si frunzelor), micrometre (ocular si obiectiv).

In functie de durata de utilizare, preparatele
microscopice pot fi: temporare, semipermanente si permanente.

Preparatele temporare prezinta avantajul ca se pot realiza
rapid, presupunand utilizarea unor tehnici simple de lucru, motiv
pentru care sunt foarte frecvent utilizate in lucrarile de citogenetica.

La realizarea tipurilor de preparate se parcurg
urmatoarele etape comune de prelucrare a materialului biologic:

- fixarea si conservarea acestuia, constdnd 1n
inactivarea rapida a celulelor, in scopul pastrarii nemodificate a
structurii lor. Tn acest sens sunt utilizate o serie de substante
fixatoare si conservanti precum: formol, acid osmic, amestecul
eter-alcool, amestecul alcool-glicerina, fixatorul Navasin, etc.;

- colorarea preparatelor. Tehnicile de laborator
utilizeaza o gama largd de coloranti pentru diferentierea
diferitelor componente ale celulelor: reactivul Schiff, verde de
iod, violet de gentiana, carmin, solutie Giemsa, cromomicina, etc.
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Pentru asigurarea reusitei colorarii, aceasta trebuie
precedata de operatia de hidroliza, care are ca scop distrugerea
invelisului celulelor si asigurarea realizarii reactiilor chimice
dintre colorant si materialul biologic. Hidroliza cu acid
clorhidric normal (HCl IN) reprezintd o operatie obligatorie
pentru evidentierea cromozomilor prin colorarea cu reactiv
Schiff, eliber&ndu-se grupele aldehidice din ADN si facilitarea
reactiei de colorare;

- etalarea preparatelor (raspandirea intr-un strat subtire si
omogen a materialului biologic sau a microorganismelor pe
lame (lama) in vederea examinarii la microscop. Aceasta este o
etapa esentiala pentru obtinerea unui preparat microscop vizibil,
unde elementele sunt distribuite uniform, evitandu-se
suprapunerea acestora, ceea ce faciliteaza analiza detaliatd). Un
preparat bine realizat trebuie sd contina un singur strat de celule
astfel incét operatia respectiva devine necesara mai ales atunci
cand se utilizeaza ca material biologic meristemele in diviziune.

Etalarea se realizeazd prin apasarea lamelei peste
materialul biologic, urmata de lovirea repetatd a acesteia cu un
bat de chibrit (partea lemnoasa).

Preparatele permanente se obtin prin includerea
materialului biologic Tn substante ce asigurda o conservare
prelungitd a acestora, cum ar fi amestecul glicerind-gelatinad sau
balsamul de Canada. Tnainte de includerea materialului biologic
n aceste substante trebuie sa se realizeze deshidratarea acestuia,

deoarece prezenta apei este incompatibila cu pastrarea
preparatului o perioadd indelungata de timp.

Pentru studiul materialului biologic timp de cateva zile
se recurge la preparatele semipermanente. Acestea se realizeaza
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prin lipirea (etanseizarea) lamelei cu parafina sau solutie de lipit
de lama, pastrate la frigider (4 °C).

1.1.1. Metodade realizare a preparatelor temporare

Materiale necesare: carmin, acid acetic glacial, apa
distilata, hartie de filtru, lame, lamele, meristeme in diviziune
(pastrate la frigider).

Mod de lucru: se pun laincoltit seminte de diverse specii,
n germinator sau prin asezarea lor pe hartie de filtru umeda, in
vase Petri. Cel mai adesea se utilizeaza radacinutele de la bulbii
de ceapa (Allium cepa) imersionati in vase cu apa, metoda ce
asigura obtinerea unui material biologic in doar cateva zile.

Dupa recoltare, materialul biologic se fixeazd prin

pastrarea minim 2-3 zile n solutie de fixat in fiole mici de sticla
sau 2-3 ore la congelator. Se pune apoi materialul pe o sticla de
ceas pyrex peste care se toarna solutie carmin-aceticd. Se
incdlzeste cu grija, la flacara unei lampi de spirt, fara a evita
fierberea, pana ce materialul devine moale si se coloreazd intens.
Pentru preparatele a caror membrana este mai rezistentd, se
adauga 1n solutia carmin-acetica cateva picaturi de HCI IN,
usuréndu-se astfel hidroliza materialului.

Solutia carmin-acetica (colorantul) se prepara amestecand
55 ml apa distilata cu 45 ml acid acetic glacial si 0,5 g carmin. Se
amesteca aceste componente intr-un balon de sticla, se agita bine,
se lasa sa fiarba cateva minute, se agitd din nou si se lasd sa se
rdceascd, apoi se filtreaza. Pastrarea se face in sticle brune.

Cu o penseta se ia un varf meristematic, detasat cu
ajutorul unui bisturiu sau lama de ras, material ce este aplicat
ntr-o picatura de apa acetica (acid acetic glacial 45 %) pe o lama
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de sticla. Se aplica lamela microscopica si deasupra acesteia o
hartie de filtru, dupa care se apasa cu degetul pentru etalarea
materialului. Se bate usor peste lamelda cu un bat de chibrit
(partea lemnoasa), in scopul unei cat mai bune etalari. Preparatul
astfel obtinut se poate pastra de la o zi la alta la frigider, punand
pe marginile lamelei parafind sau solutie de lipit.

1.1.2. Metoda de realizare a preparatelor permanente

Materiale necesare: pe langa cele mentionate la metoda
anterioard: albumind glicerinatd, alcool etilic absolut, benzen,
balsam de Canada.

Mod de lucru: procedeul este asemanator celui descris

anterior pani la aplicarea lamelei. In acest caz se pune pe o fata
a lamelei o picatura de albumina glicerinata, care se intinde sub
forma unei pelicule foarte fine. Se trece lamela, cu fata opusa
aceleia pe care s-a aplicat albumina glicerinata, prin flacara unei
lampi de spirt (lamela se tine cu ajutorul unei pensete),
asiguréndu-se astfel coagularea albuminei in vederea retinerii
materialului biologic. Se aplicd lamela cu fata pe care se afla
albumina peste materialul biologic aflat pe lama pentru etalare,
procedand ca mai sus. Apoi, intr-o baie cu apa acetica sprijinitad
la un capat pe o bara de sticld, se pune lama cu fata pe care se
afla lamela in jos in scopul desprinderii acesteia. Materialul
biologic se pastreaza pe lameld si pe lama. Este necesara
deshidratarea materialului deoarece prezenta apei face
imposibila pastrarea lui Tndelungata.

Cu ajutorul pensetei se trec lama si lamela prin cate doua
bai succesive de deshidratare, dupa urmatoarea schema: alcool
etilic absolut; 1/2 alcool etilic absolut + 1/2 benzen; benzen.
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Trebuie avut grija ca lama si lamela sa fie orientate in sus cu fata
pe care se afla materialul biologic. Durata de expunere a lamei
si lamelei este de 2-2,5 minute in fiecare baie. Dupa trecerea prin
ultima baie de benzen, se pune pe lama (in locul unde a fost sau
este materialul biologic) o picaturd de balsam de Canada si se
aplicd lamela, cu fata pe care se afla materialul biologic, peste
lama. Se apasd usor pentru a nu ramane bule de aer in preparat.
Dupa evaporarea benzenului, balsamul de Canada se
usuca si se intareste nepermitand patrunderea apei sau aerului.

1.2. Elemente de microscopie

Observatiile efectuate la microscop pot fi insotite si de
unele masuratori ale elementelor ce intereseaza (dimensiunea
celulelor, marimea sau forma cromozomilor, dimensiunile
graunciorilor de polen, etc.).

Pentru astfel de masuratori este necesar a se determina
mai intai indicele micrometric al ansamblului ocular-obiectiv cu
care se lucreaza.

Materiale necesare: microscop fotonic, micrometru
ocular, micrometru obiectiv, preparate microscopice (de tip
squash) de celule sau graunciori de polen.

Mod de lucru: se porneste de la faptul cunoscut ca o
diviziune de pe micrometrul ocular are 0,1 mm, in timp ce o
diviziune de pe micrometrul obiectiv are 0,01 mm. Se introduce
micrometrul ocular Tn ocular, iar micrometrul obiectiv se asaza
pe masuta microscopului.

Se priveste prin ocular si se numara diviziunile cuprinse
intre suprapunerii exacte de linii ale ocularului cu obiectivul.
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Numararea Se face separat pentru diviziunile din zona de
coincidenta de pe micrometrul ocular (noc = numarul de diviziuni
din zona respectivd, numarate pe micrometrul ocular) si
micrometrul obiectiv (Nop = numarul de diviziuni numarate pe
micrometrul obiectiv in zona de coincidenta).

Indicele micrometric (im) se calculeaza cu ajutorul relatiei:

. nob x 10 . .
im = ———— (microni)
noc

TTTTTRTTYT
SN

105 0

€l

Figura 1. Schita determinarii indicelui micrometric

Pentru a intelege mai bine modul de calculare a indicelui
micrometric se ia urmatorul exemplu (figura 1): sa presupunem
ca pentru combinatia obiectiv 40 si ocular 10x, valoarea lui
Nob = 5, iar valoarea lui noc = 22. Corespunzator acestor valori,
indicele micrometric im = 2,27 microni. Aceastd valoare indica
marimea reald a unei portiuni din preparatul microscopic,
corespunzatoare unei singure diviziuni de pe micrometrul ocular
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la garnitura ocular-obiectiv utilizata. Folosirea altor obiective
sau oculare, diferite ca putere de marire fata de cele care s-a
calculat valoarea indicelui micrometric, impune o noud
determinare a valorilor acestuia.
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CAPITOLUL 11

CELULA SI CONSTITUIENTII CELULARI
IMPLICATI TN STOCAREA SI TRANSMITEREA
CARACTERELOR

Ca urmare a cercetarilor moderne de citologie, au putut
fi aprofundate considerabil cunostintele existente despre
structura si functiile celulei. Acest lucru a fost posibil ca urmare
a folosirii unor tehnici noi precum microscopia electronica,
electroforeza si cromatografia, ultra-centrifugarea, marcarea cu
izotopi radioactivi, etc.

Referitor la stocarea si transmiterea caracterelor ereditare
trebuie fdcutd precizarea cd doar o parte din componentele
celulei detin functii in acest sens. Din acest motiv, la care se
adauga faptul ca notiunile privind structura si partile
componente ale celulei sunt cunoscute, se vor face referiri numai
asupra constituentilor celulari mai importanti implicati in
ereditate. Astfel, informatia genetica a unui organism poate fi
localizata in:

Nucleul celulelor (somatice si gametice). Tn acest caz
ereditatea este denumitd nucleara, fiind controlatd de genele
plasate pe cromozomii din nucleu (cromogene) (figura 2).

Citoplasma celulelor, caz in care ereditatea se humeste
citoplasmatica sau extranucleard. Acest tip de ereditate este
controlatda de asa numitele plasmagene, localizate in: plastide
(cloroplaste); mitocondrii; particulele submicroscopice din
citoplasma.
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STRUCTURA
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Figura 2. Componentele celulei identificate cu microscopul electronic
(https://www.google.com)

Ereditatea de natura nucleara reprezinta 99 % din totalul
informatiei genetice dintr-o celula, in timp ce ereditatea de
naturd citoplasmatica are pondere de doar 1 %.
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