Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Autori:

Teodora Crina Carsai, Augustin Vlaic,
Viorica Cosier, Valentin Adrian Balteanu

Referenti stiintifici: Prof. univ. dr. ing. Teofil Oroian; Prof. univ. dr. ing. Ioan Vintila

ISBN 978-606-92029-6-8

CUPRINS
CUVANT INAINTE ..ottt 7
INTRODUCERE ..ottt 9
PARTEA 1 (STUDIUL BIBLIOGRAFIC)
CAPITOLUL 1
IMPORTANTA TEHNICILOR MOLECULARE UTILIZATE
iN SELECTIA ASISTATA DE MARKERI GENETICI .............cccco.......... 11
1.1.  TEHNICA PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) ........... 12
1.2. VARIANTE ALE TEHNICIH PCR .....ccoooiiiiiiiiiiiiee e 15
1.2.1. Tehnica RFLP (Restriction Fragment Length 15
Polymorphism) ..o,
1.2.2. Tehnica AFLP (Amplified Fragment Length
PolymorphiSm) ........cocceiiiiiieiiniiiiiiee e 17
1.2.3. Tehnicile MAAP (Multiple Arbitrary
Amplicon Profiling) .............oooiiiiiiiiii 21

1.2.3.1.

1.2.3.2.

1.2.3.3.

Tehnica RAPD (Random Amplified

Polymorphic DNA ) .......c.oeeveeeeeieiiiieeiieeeeeiiienne, 21
Tehnica DAF (DNA Amplification

Fingerpring) ........occevvvviiiiiiiieiiiiiiieeceeee e 23
Tehnica AP — PCR (Arbitrary Primed PCR) ..... 24



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei

asistate de markeri genetici la taurine

1.2.4. Tehnica RT - PCR (Reverse Transcription-PCR ) ..........
1.2.5. Tehnica microsatelitilor SSR (Simple Sequence

REPEALS) .t
1.2.6. Tehnica EST (Expressed Sequence Taq) .......ccccccovvveeeunennne
1.2.7. Tehnica SCAR (Sequence Characterized Amplified

1.2.8. Tehnica SNP (Single Nucleotid Polymorphism) ...............

1.2.9. Tehnica STS (Sequence —Tagged Site) ........ccveeveeeeerrrrnnnns

1.2.10. Tehnica ARMS —PCR (Amplification Refractory
Mutation System —PCR) .......ccccoviieiiiiiiiiiiieceee e

1.3.  TEHNICA SSCP (SINGLE STRAND CONFORMATION
POLYMORPHISM) ..ot
1.4. TEHNICI BAZATE PE SECVENTIERE .....cccccccoiniiiiiiiniiiinne.
CAPITOLUL 11

SELECTIA ASISTATA DE MARKERI MOLECULARI UTILIZATA
iN AMELIORAREA POPULATIILOR DE TAURINE ......................

2.1. MARKERI GENETICI ASOCIATI CU PRODUCTIA DE
LAPTE .
2.2. MARKERI GENETICI ASOCIATI CU PRODUCTIA DE
CARNE .. e
2.3.  MARKERI GENETICI PENTRU IDENTIFICAREA TIMPURIE
A SEXULUI LA EMBRIONI ..ottt
CAPITOLUL I1I

IMPORTANTA GENEI OBEZITATII (LEPTINA) CA MARKER
GENETIC ASOCIAT CU CALITATEA CARNII SI A CARCASEI ........

3.1.

3.2.

CONSIDERATII GENERALE PRIVITOARE LA LEPTINA
(GENA OBEZITATIL) ..ot
RECEPTORII LEPTINEI SI MECANISMUL DE ACTIUNE
AL ACESTORA ......oooiioiieoeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

29

30

32

33

41

48

50

50

54



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei

asistate de markeri genetici la taurine

3.3. ACTIVITATEA LEPTINEI SI ROLUL LEPTINEI iN
ORGANISM ..ot

3.4. FACTORII CARE INFLUENTEAZA PRODUCTIA DE
LEPTINA ....oooooioeeeeeeeeeeeee et

3.5. CERCETARIPE PLAN MONDIAL PRIVIND NIVELUL DE
EXPRESIE SIPOLIMORFISMELE GENEI LEPTINEI LA
TAURINE ..ot

PARTEA II: CERCETARI PROPRII

CAPITOLUL IV

SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII ...........ccooovoiiiieeeeiean.
4.1. SCOPUL LUCRARII .......cocooiveveeeeeeereeeeeeeeeeveeeee e,
4.2. OBIECTIVE METODOLOGICE ALE CERCETARII .................
43. IMPORTANTA CERCETARIL.....oocoveeeeeeeeeeoeeeeeeeeeee e,

CAPITOLUL V

TESTAREA EFICIENTEI METODELOR DE EXTRACTIE ADN

DIN SANGE DE TAURINE ........ccooooiviiiiiiiieeeeeeeceeeeeeeeeeeee e

5.1.  MATERIALE SIMETODE .......ccccoiiiiiiiie e

5.1.1.  Materiale biologICe ......ccovvvviieciiieeeiiiiie e

5.1.2. Materiale ChIMICE .....ccueeeeeneeeee e

5.1.3. Aparatura utilizatd ..........cccoeeveiiiiiiiieeeeece e

5.14. Metode de extractic a ADN din sange ..........cccceeeveveeennnne..

5.1.5. Metoda directa de determinare a puritatii i concentratiei
ADN cu spectofotometrul Nanodrop ND -1000 ................

5.1.6. Metoda statistico-matematice utilizate in calcularea si
interpretarea rezultatelor .........coooeeeviciiieiiniiiciie e

5.2.  REZULTATE SIDISCUTII ....cooiiiiiiieiiiieceeceeeeee e

5.2.1. Rezultate obtinute in cazul aplicarii metodei de extractie

a ADN din sange de taurine cu kitul manual Wizard

Genomic DNA Purification .......o.ceeeeemeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn

59

62

65

82
82
83
85

87

88

88

90

93

93

100

102



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei

asistate de markeri genetici la taurine

5.2.2.

5.2.3.

5.2.5.

Rezultate obtinute n cazul aplicarii metodei de extractie
rapida a ADN din sange de taurine ..........cccoeeeveveeeenieennnns
Rezultate obtinute n cazul aplicarii metodei de extractie
a ADN din sange de taurine cu kitul Magna Pure

LC DNA ISO1ation ...cc..eeeieiriieiinieiieieeiiciie e
Analiza statistica a diferentelor dintre cele trei metode

de extractie ADN din SANEE .......ccceeevvvieeeveieeeiiieeeeeeeeeeenn

5.3, CONCLUZII PARTIALE ......cooiiiiiiiiinieiireeereececce e

CAPITOLUL VI

STUDIEREA POLIMORFISMULUI GENIC LA
LOCUSUL LEPTINEIL ... .o
6.1. MATERIALE SIMETODE .....cccooiiiiiiiiiiiiieccie e

6.1.1.
6.1.2.
6.1.3.
6.14.

Materiale biologICe ......coevvvviiiiiiieeeiiece e
Materiale ChimiCe ...........cocceeiiiiiniiiiiiiiie e
Aparatura Utlzatd ..........cccoveeeeviiiie e
Metode de testare si optimizare a unor protocoale de
genotipizare in vederea studierii polimorfismelor la

locusul 1eptinel ......coeeeeiecuiiieeieiiiiie e

6.2.  REZULTATE SIDISCUTIL c.oooroeeeeeereeee oo seeeesseeens

6.2.1.

Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP pentru
studierea polimorfismelor la locusul genei leptinei
(POMP §i colab., 1997) ...oocceoeeeniiiieiiieeeeeeiieecieee e
6.2.1.1. Optimizarea temperaturii de atasare a
PVIMEFIIOF ......oeooeeeeeiie et
6.2.1.2. Optimizarea concentrafiei de ioni de magneziu
N 1reactia PCR ......coooveeeeeeiiieeieeeiieeeieeeieeeeeeeeee
6.2.1.3. Detectarea unei greseli de imperechere in
secventa primerilor utilizafi ..............cccceeeuu....

6.2.1.4. Optimizarea computerizata si analiza de

113

115
116
116
116
117

118

152

152

153

156

161



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei

asistate de markeri genetici la taurine

secvente in vederea determinarii
polimorfismului Sau3 Al din
GONA LEDUINECI ...
6.2.2. Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP
pentru studierea polimorfismelor la locusul genei

leptinei (LEIFFERS §i colab., 2002) ...........ccccveeeeveeanenannne.

6.2.2.1. Determinarea temperaturii de aliniere a
primerilor si amplificarea fragmentului de
400pb din gena leptinei ...........c.coouvveeeeeeeeeneennnn.

6.2.2.2. Digestia cu enzimele Sau 341 si Mbol a
produsului PCR de 400 pb si analiza
fragmentelor rezultate...............coeeeeveecvvenannn...

6.2.2.3. Purificarea produsului PCR pentru eliminarea
AFLEfACLEIOV ..o,

6.2.2.4. Optimizarea computerizata si analiza
de secvente in vederea determinarii
polimorfismului Sau3 Al din gena leptinei .......
6.2.3. Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP pentru
studierea polimorfismelor la locusul genei leptinei (LIEN

ST.COLAD.,1997) cooneeeeeieecce ettt

6.2.3.1. Amplificarea fragmentului de 522 pb din gena
[EDHINEI ..ot

6.2.3.2. Evidentierea polimorfismului de tip RFLP
/BsaAl din gena leptinei ............cccceeeeuevecuvvunannn...
6.3.  CONCLUZII PARTIALE ...ttt
CAPITOLUL VII
TEHNICA SECVENTIERII APLICATA FRAGMENTULUI DE
400 pb DIN GENA LEPTINEIL ...,

162

171

180

184

187



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei

asistate de markeri genetici la taurine

7.1.  MATERIALE SIMETODE ........ccoovviiiiiiiiiiee e
7.1.1.  Materiale biologICe ........covvriiviieeiiiiieeee e
7.1.2. Materiale ChIMICE .......ccooviiiiiiiiiiiiiicee e

7.1.3.  Aparatura Utilizatd .........cccoceeeeriiiiiie e

7.14. Metode de amplificare, purificare si secventiere

aprodusuluiPCR ...

7.2, REZULTATE SIDISCUTII ..o eseeene

7.2.1.  Amplificarea PCR a fragmentului de 400 pb

PENLIU SECVENTICTE ...oeeeeceiiiieeeeeeeeiie e e ereee e e e eveae e

7.2.2. Purificarea produsului PCR ..........ccccveiiviiiiiiieiiecen

7.2.3. Reactia PCR in vederea secventierii

fragmentului analizat .............ccoeeiiiiiiieieniie e,

7.3.  CONCLUZIIPARTIALE ......ooiiiiiiiiiiiiice e

CAPITOLUL VIII
CALCULUL FRECVENTEI GENELOR SI A GENOTIPURILOR

IN POPULATIA STUDIATA .....oonoioiooeeeeeeeeeeeeeee e eeee e eseeeeeeeeen

8.1. METODA MATEMATICA DE CALCUL A FRECVENTEI

GENELOR SI A GENOTIPURILOR ........oooiiiiiiiiiieeieveeeeee e,
8.2. REZULTATE SIDISCUTIL ..ottt
8.2.1. Calculul frecventei genelor la locusul leptinei .................
8.2.2. Calculul frecventei genotipurilor la locusul leptinei .......
8.3.  CONCLUZII PARTIALE .....oooiiiiiiieieeieeee e
CAPITOLUL IX
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI ................
BIBLIOGRAFIE .......oooiiiiiiiiiiieeeete et



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

CUVANT INAINTE
FOREWORD

Prezenta carte cu titlul ”Cercetdiri privind polimorfismul la locusul genei leptinei
in scopul aplicarii selectiei asistate de markeri genetici la taurine”, a fost realizata in
scopul studierii polimorfismelor la locusul genei leptinei, gena cu un deosebit rol in
calitatea carnii si a carcasei la animalele de ferma.

Datoritd importantei cresterii speciei taurine la noi in tard si ponderii in consum a
carnii provenitd de la rasele autohtone, studierea genei leptinei a oferit un potential
informational cu perspective in ameliorare.

Péana in prezent la noi in tara rasele de taurine nu au mai fost genotipizate la acest
locus, tinandu-se cont si de faptul ca tara noastrd este mare consumatoare de carne , iar
cerintele sunt tot mai mari pentru o carne slaba cu deosebite calitdti gustative.

Locatiile unde au fost efectuate si organizate experimentele au fost reprezentate de
Laboratorul de Genetica Animala din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca si laboratorul Progenus S.A Gembloux, Belgia. Prelevarea
probelor biologice s-a realizat in perioada 15.02.2005 - 30.11.2007, iar indivizii au
provenit de la doua rase autohtone ameliorate, rasa Baltatd romaneasca si rasa Bruna de
Maramures

Lucrarea contine un numar de noud capitole si cuprinde doud parti. Prima parte
este compusd din studiu bibliografic si a doua parte cuprinde toate cercetarile
proprii.Aceasta cuprinde numar de 17 tabele, 62 de figuri si 3 anexe.

Majoritatea cercetdrilor a fost sustinutd financiar prin proiectul CNCSIS TD
numarul 363/2006, cu titlul Cercetari privind genotipizarea raselor de taurine din
Roménia la locusul genei leptinei si asocierea genotipurilor cu unele insusiri ale
productiei de carne” (director de proiect inginer Carsai Teodora-Crina).

Sincera mea gratitudine se indreaptd in primul ridnd catre D-l
prof.univ.dr.Augustin Vlaic, seful disciplinei de Geneticd Animald, conducdtorul meu
stiintific, pentru sprijinul in Indrumarea stiintificd care a stat la baza elaborarii acestei

teze de doctorat.
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Cu deosebita consideratie aduc multumiri domnului prof.univ.dr.Robert Renaville
seful departamentului de Genetica Moleculara si a laboratorului Progenus S.A, din cadrul
Universitatii de Stiinte Agricole ( Gembloux, Belgia).

Sincerele mele multumiri adresate colegilor din cadrul disciplinei de Genetica si
Ameliorarea Animalelor din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca si nu in ultimul rand familiei mele care m-a sprijinit si m-a

sustinut.

Cluj-Napoca, septembrie 2008 Autoarea
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INTRODUCERE
INTRODUCTION

Pand nu demult, selectia clasici a fost singura metoda de ameliorare a
particularitatilor genetice ale animalelor domestice. Recent, aplicarea tehnologiei
markerilor ADN a avut o influentd revolutionard asupra proiectelor de cartare a
genoamelor de la diferite specii si de dezvoltare rapidd a cunostintelor din domeniul
geneticil animale.

Genetica moleculara a pus la dispozitia oamenilor de stiina un instrument puternic
pentru ameliorarea populatiilor de animale - markerii moleculari. Cercetarile efectuate la
nivel ADN sunt focalizate pe identificarea genelor responsabile de fenogeneza
caractereleor cantitative si detectarea locilor de interes, ca markeri utili pentru programele
de selectie si ameliorare.

Aparitia Ingineriei genetice ca stiintd, a facut posibila manipularea artificiala a
informatiei genetice a organismelor vii, deschizdnd calea aparitiei biotehnologiilor
moderne, cu impact deosebit asupra ameliorarii plantelor si animalelor.

Tehnologia markerilor moleculari are un rol tot mai important in ameliorarea si
selectia animalelor de ferma, pentru Insusirile de interes economic.

Identificarea si descifrarea structurii diferitelor gene prin metodele biologiei
moleculare, a dus la stabilirea unor corelatii intre genotipuri i anumite insusiri calitative
si cantitative ale productiilor, Tnsusiri de reproductie si de rezistenta la boli si daunatori,
in aproape toate populatiile de animale.

Prin utilizarea unor tehnici moleculare specifice, bazate pe analiza ADN (PCR,
RFLP, RAPD, AFLP, SNP, STR, ARMS, etc.) se pot identifica si selectiona in populafii,
indivizi cu genotipuri dorite la nivelul locilor genelor ce codificd caracterele de interes,
realizdndu-se n acest mod o selectie sigurd, rapida si eficientd in cadrul populatiilor de
animale.

Existd mai multe categorii de insusiri de care beneficiaza selectia asistatd de
markeri moleculari (MAS):

» rezistenta la boli;
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calitatea carcasei si atributele de palatabilitate (fragezime, marmorare, suculenta);
fertilitatea;
cantitatea carcasei sl cresterea;

productia de lapte si abilitatile maternale;

YV V. V VYV V

performantele de crestere, greutatea corporala.

In prezent, sunt disponibile hartile genetice cu un grad inalt de saturare la taurine,
dar si pentru alte specii cum ar fi suinele si ovinele. Acestea furnizeaza cadrul genetic
pentru dezvoltarea programelor de selectie asistata de markeri moleculari (Haley si
colab., 1998).

Selectia asistata de markeri moleculari vizeaza trei directii de aplicare:

» markeri pentru caractere calitative;
» markeri pentru caractere cantitative;
» markeri pentru intreg genomul.

Selectia asistatd de markeri ofera avantajul cd poate fi aplicatd la ambele sexe
pentru caracterele limitate de sex sau poate fi aplicatd de timpuriu pentru caracterele de
reproductie sau cele care se manifestd tarziu in viata animalului sau se masoard dupa
sacrificarea animalului. Eficienta acestui tip de selectie scade treptat din cauza
recombinadrilor care au loc intre locii respectivi, in fiecare generatie. Ritmul de scadere
poate fi atenuat daca locusul care prezintd interes in selectie se transite Tnlanfuit cu locii
invecinati.

Importanta utilizarii markerilor genetici in programele de ameliorare rezida in
posibilitatea depistarii unor gene majore ce afecteaza caracterele cantitative sau calitative,
sau a unor gene minore, strans inlantuite cu grupe de gene majore ce afecteaza aceste
caractere cantitative. De asemenea, sunt bine cunoscute avantajele utilizarii markerilor
genetici. ADN fatd de cei rezultati din polimorfismul proteinelor care prezintd
urmatoarele deficiente:

» nivel redus de polimorfism;
» necesitatea existentei expresiei genice pentru a se putea detecta.
Din acest motiv, majoritatea proteinelor sintetizate in lapte (k-cazeina, [-

lactoglobulina) sau in alte tesuturi (Pit-1, leptina), au devenit subiectul diferitelor

10
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cercetdri prin care se incearcd cresterea cantitativa si calitativd a productiei de carne si
lapte la taurine, prin selectia asistatd la nivel molecular, cu ajutorul markerilor genetici.
Biotehnologiile avansate bazate pe metodele biologiei si geneticii moleculare,
tintesc perfectionarea directd a mecanismelor genetice ale organismului. Toate contribuie
fie la Tmbogatirea genomului animalelor, fie la obtinerea unui plus de descendenti peste

limitele naturale de reproducere a speciei (Vintila 1., si colab., 2005).

PARTEA 1
PART 1

STUDIU BIBLIOGRAFIC
BIBLIOGRAPHIC STUDY

CAPITOLUL 1
IMPORTANTA TEHNICILOR MOLECULARE UTILIZATE iN
SELECTIA ASISTATA DE MARKERI GENETICI

CHAPTER 1
THE IMPORTANCE OF THE MOLECULAR TECHNIQUES USED IN
GENETIC MARKERS ASSISTED SELECTION

Cantitatea si calitatea laptelui, a carnii si altor produse animaliere, precum si
potentialul genetic al animalelor, sunt conditionate de proportia genelor favorabile si

combinatia lor in genotip.

Metodele geneticii moleculare ofera astdzi posibilitatea examindrii si vizualizarii
genelor superioare, sporindu-se astfel considerabil precizia estimdrii valorii genetice a
animalului, accelerarea modificarii genetice a populatiilor, pentru cresterea productiei de

carne, lapte, oud si rezistenta la boli.

11
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Mai multe zone din hartile de linkage sunt polimorfisme ADN anonime (ex.
markerii RAPD, AFLP si markeri microsateliti) si nu corespund cu nici una din genele a
caror functie este cunoscutd. Totusi, cativa markeri moleculari (inclusiv ADNc, EST si
markerii proteici) sunt markeri ai unor gene individuale. Markerii ADN sunt pusi in
evidentd printr-o mare varietate de tehnici, foarte diferite in functie de fiabilitate
(repetabilitatea si robustete), de dificultate, de costuri si natura polimorfismului pe care-1
detecteaza. Din cauza acestor diferente, alegerea uneia sau alteia dintre tehnici trebuie

adaptata utilizari cerute si costurilor pe care le implica.

Sub raport functional, ADN poate fi de doua tipuri:

» ADN cu corespondenti de codare, cu secvente unice (gene structurale) si repetitiv
(familii de gene, izogene);

» ADN fara corespondenti de codare (netranscris si netradus), 1nalt repetitiv, spatiator
(dispus intre secventele unice) si ADN satelit (minisatelit si microsatelit).

Tehnicile moleculare pot fi bazate pe hibridare cu o sonda sau pe restrictarea cu o enzima
de restrictie (RFLP) sau pe PCR (PCR, RAPD si AFLP) si pot detecta polimorfismul
unui singur locus sau de la mai mul{i loci, iar markerii pot fi mostenifi in maniera

dominanta sau codominanta.

1.1. TEHNICA PCR
PCR TECHNIQUE (POLYMERASE CHAIN REACTION )

Tehnica PCR sau reactia in lant a polimerazei, dezvoltata la mijlocul anilor ’80, a
revolutionat genetica moleculard, ficand posibild studierea si analizarea genelor prin
metode mult mai accesibile si foarte simple. Aceasta tehnica a fost pusa la punct de Kary
Mullis in anul 1983, plecand de la caracteristicile replicariit ADN si anume, cu ajutorul
enzimei ADN polimeraza care utilizeazd o catenda a ADN ca matrita pentru sinteza unei
noi catene complementare. Prin aceastd tehnica se produc un numar enorm de copii a

unor secvente de ADN (gene) fard a se apela la clonare (Viaic A. si colab., 1997).

12
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Tehnica PCR exploateazd unele caracteristici ale replicarii ADN, unde pentru
amplificarea secventei de ADN dorite se utilizeaza o secventd de oligonucleotide numita
primer sau amorsa.

Primerii sunt secvente scurte de 15 — 35 nucleotide, complementare capetelor 3’ ale
secventei de ADN ce se doreste a fi amplificatd; ei sunt specifici fiecarei gene si sunt
sintetizafi cu ajutorul unor sintetizatoare automate de ADN. Pentru amplificarea
secventelor specifice de ADN, prin tehnica PCR, se foloseste o solutie tampon (PCR
buffer) in care se introduce ADN ce confine gena de interes, primerii sintetizati, Taq-
polimeraza si cele patru tipuri de deoxinucleotid-trifosfati (dAATP, dGTP, dCTP si dTTP).

Tehnica PCR presupune parcurgerea a trei etape principale, intr-un aparat in care
realizarea ciclurilor termice este controlatd automat de Termocycler:

1. Denaturarea ADN, presupune incalzirea solutiei in care se afla ADN la 94°C timp
de 5 minute, efectul fiind ruperea legaturilor de hidrogen si separarea celor doua
catene.

2. Atasarea primerilor se realizeaza prin racirea la 40 — 60°C a solutiei in care se afla
secventa de amplificat. Primerii se leagd la capetele 3’ a celor doud catene de
ADN ale genei pe care dorim sa o amplificam. De obicei, este nevoie de doi
primeri numiti sens si antisens, dar amplificarea se poate realiza si cu un singur
primer, in cazul tehnicii PCR ancorat.

3. Elongatia se produce la temperatura de circa 72°C, temperatura la care Taq-
polimeraza functioneaza optim, in faza de extensie, iar ciclul se repetd de 25 — 40
ori. Amplificarea este aproximativ exponentiald, realizdndu-se dupa 3 cicluri 2
copii, dupd 10 cicluri 256 copii, iar dupa 32 cicluri 1,73 miliarde copii ale
secventei supuse amplificarii. (Vlaic A. si colab.,1997).

Dupa amplificare, gena de interes se vizualizeazad in lumina ultravioleta, la nivelul

gelului de agaroza in care fragmentele au fost colorate cu bromura de etidiu. Daca

amplificarea s-a produs, in gel se vor observa una sau mai multe benzi,
corespunzatoare secventei specifice de ADN.

in tehnica PCR, alegerea primerilor este primordiald si putand fi utilizati doua

tipuri de primeri:
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» primeri specifici - sunt dirijati spre un situs foarte precis al ADN, reprezentat de
genele sau fragmentele de gene cunoscute. Prin primer specific se intelege o secventa
cunoscuta de ADN utilizata pentru inceperea sintezei unei anumite gene, cu structurd
cel putin partial cunoscutd. Primeri specifici pot fi dirijati si spre regiunile situate n
amonte sau aval de secventele unice, la nivelul secventelor minisatelit (Edwards A.,
§i colab., 1991) sau microsatelit (Hubert R., §i colab.,1989). Secventele de tip
satelit, specifice fiecarui individ sunt astfel amplificate. Evidentierea acestor
polimorfisme se utilizeazd In momentul de fatd in medicina criminalisticd pentru
identificarea suspectilor, pornind de la diferite mostre de tesut (sange, sperma, bulbi
de par etc.), pentru marcarea carnii, sau altfel spus, urmarirea ei pe parcursul filierei
de distributie si consum. (Fabrice D., si colab.,2002).

» primeri aleatori - sunt de dimensiuni reduse (10 — 20 perechi baze, in medie).
Alegerea secventelor care constituie acesti primeri este complet arbitrara.

In cursul reactiei PCR acesti primeri se vor hibrida de fiecare dati cand in ADN se
vor gdsi secvente care le sunt complementare si de orientare opusa.
Tehnica PCR si-a gasit aplicare in cele mai diverse domentii:

» in selectia animalelor: prin stabilirea genotipurilor la locii care codifica sinteza k-
cazeineli, B-lactoglobulinei, leptinei, factorului de transcriptie pituitar(Pitl) care este
responsabil pentru expresia hormonului de crestere la mamifere, este posibild
aplicarea selectiei timpurii, refinand la reproductie numai animalele a caror genotip se
asociaza cu productii cantitative si calitative mai ridicate.

» in alimentatie: se poate folosi pentru alegerea tulpinilor de levuri sau mucegaiuri ce
vor putea fi utilizate ca probiotice (aditivi furajeri) in hrana animalelor.

» in reproductie: se foloseste pentru identificarea sexului inca din faza de embrion.
Utilizand primeri specifici pentru amplificarea unor secvente de ADN de pe
heterozomul Y, se poate stabili sexul. Daca embrionul este de sex mascul (XY) se va
produce amplificarea secventei specifice de pe cromozomul Y si va putea fi
vizualizatd in gelul de agaroza. Dacda embrionul este de sex femel (XX) nu se va
produce amplificarea secventei respective, in gelul de agaroza lipsind banda

caracteristica.
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» in medicina: se foloseste pentru identificarea unor gene mutante (oncogene), care
conduc la aparitia unor tumori maligne, in monitorizarea evolutiei si terapiei
cancerului, in detectarea infectiilor bacteriene si virale.

» in institutele medico — legale : se foloseste pentru determinarea paternitatii, sau pentru
identificarea persoanelor care s-au facut vinovate de delicte penale :crimd, viol etc.

(Landegren U., si colab., 1996).

1.2. VARIANTE ALE TEHNICII PCR
VARIANTS OF THE TECHNIQUE

1.2.1. Tehnica RFLP
RFLP technique (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Aceasta tehnica se bazeazd pe proprietatile de hibridare care existd intre doua
fragmente de ADN, prezentand un grad inalt de omologie (RFLP- bazat pe hibridare) si
tehnica PCR — denumita PCR-RFLP, in care se evidentiaza polimorfismele existente la
nivelul situsurilor enzimelor de restrictie.

1. Tehnica RFLP bazata pe hibridare cu o sondd, implica parcurgerea
urmatoarelor etape:

» extractia ADN din organismele ce urmeaza sa fie analizate;

» digestia ADN cu ajutorul enzimelor de restrictie;

» separarea fragmentelor obtinute in urma digestiei, in functiec de marimea lor, prin
electroforeza in gel de agaroza;

» transferul ADN sub forma denaturata pe o membrana de nylon (Southern blotting) in
care pozitia relativa a diferitelor fragmente de ADN din gel se pastreaza pe parcursul
transferului;

» hibridarea ADN cu sonda marcata prealabil, in regiunile in care prezinta omologie;
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» vizualizarea regiunilor hibridate cu ajutorul unui film sensibil la radiatii
(autoradiografie) sau cu ajutorul unei reactii enzimatice, care da o coloratie specifica.

In tehnica RFLP pot fi utilizate diferite tipuri de sonde, care permit evidentierea
unor tipuri diferite de polimorfism (Favre D.,1996).

Sondele mono- sau oligogenice pun in evidenta unul sau mai multi loci; ele dau un
profil simplu care include céateva benzi. Utilizarea acestui tip de sonde permite
vizualizarea polimorfismelor de secventd, localizate la nivelul situsurilor de restrictie,
precum si a polimorfismelor de insertie/deletie, situate intre situsurile de restrictie. Acest
tip de sonda a fost utilizat pentru a alcatui harti genetice la om, pentru a identifica unele
varietati de mar si pentru a pune la punct un test de depistare a anemiei falciforme
(Myrick K. V. §i colab., 2002).

Sondele poligenice sau multilocus pot fi dirijate spre zonele care prezinta
variabilitate foarte mare, cum sunt secventele de tip micro si minisatelit, alcatuite de 2
pana la 16 perechi de baze, repetate in tandem. Cu ajutorul sondelor multilocus, se
observa, in general un grad ridicat de polimorfism intre genotipurile inrudite. Acest tip de
sondd a fost utilizat pentru prima data de Jeffreys si colab., (1985) la hibridarea cu
ADN genomic uman digerat si amprentizarea geneticd a fiecarui individ. Ulterior, au fost
descoperite alte secvente satelit si la alte mamifere, la insecte si plante. Sondele
multilocus permit evidentierea polimorfismului de secventd la nivelul situsurilor de
restrictie, polimorfismului de insertie/deletie precum si polimorfismului determinat de
numarul unitatilor repetitive, pentru fiecare individ in parte (Barroso A., si colab., 1998).

2. Tehnica RFLP, bazata pe PCR, utilizeaza o enzimd de restrictie pentru
digerarea unui produs de amplificare, obtinut cu primeri specifici, iar in gelul de agaroza
se vor obtine benzi de dimensiuni diferite, corespunzitoare celor trei genotipuri
(homozigoti pe una din cele doua alele si heterozigoti).

Markerii RFLP sunt markeri cu polimorfism limitat ce identifica variatiile
secventei de ADN la nivelul unui situs de restrictie, prin analiza RFLP. O sursa
abundentd de markeri genetici, utilizati in tehnicile de cartare a genomului animal au la
baza modificarile unor secvente de ADN care se produc la nivelul situsurilor de restrictie

De regula aceste variatii sunt cauzate de mutatii punctiforme (substitutia unei nucleotide
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cu o alta), insertii sau deletii, in interiorul situsului de restrictie si astfel, enzima de
restrictie, nu mai recunoaste situsul respectiv si nu mai taie. Aceasta va determina
obtinerea unor fragmente de restrictie de lungimi diferite (polimorfice) care pot fi usor
vizualizate si identificate in gelul de agaroza datoritd lungimii lor diferite. Din aceasta
cauzd ele se vor separa in gelul de electroforeza sub forma unor benzi situate in diferite
regiuni. Greutatea moleculara se apreciaza cu ajutorul unui ADN standard de etalonare
”leadder” In practicd, mirimea unui fragment ce se detecteazi prin Southern blotting este
de 300 pb — 15 kb cu diferente detectabile mai mici de 50 pb. Prin tehnica PCR se
detecteaza produsi intre 60 pb-2kb, cu diferente chiar de cateva baze. Indivizii diferifi
genetic pentru un anumit locus, vor prezenta fragmente de restrictie de lungimi diferite,
intr-un numadr diferit pentru un anumit cuplu format din sonda moleculara — enzimd de
restrictie. In acest context, fiecare sistem format din ADN genomic — enzima de restrictie,
poate defini un locus polimorf care are cel mult doua alele diferite.( Pierce K.E. §i colab.,

2007).

Cu ajutorul RFLP se pot identifica variatiile genetice dintre indivizi doar la nivelul
situsurilor de recunoastere a enzimelor de restrictie, respectiv dintre indivizii care poseda
unul din cele trei genotipuri existente in locusul de interes (AA, Aa, aa) si nu se pot
detecta variatiile la nivelul intregului genom, care la mamifere este de ordinul 3x 10°

pb(Bekman , J.S. si colab., 1983).

1.2.2. Tehnica AFLP
AFLP technique (Amplified Fragment Length Polymorphism)

Tehnicile moleculare care permit obtinerea amprentelor genetice si vizualizarea
polimorfismelor, a diferentelor dintre esantioane la nivel de ADN, se bazeazd pe douad
principii: hibridare cu sonde sau amplificare prin reactia PCR. Polimorfismul bazat pe
numarul de repetitii in tandem, a motivelor de tip satelit, este azi cel mai utilizat in

studiul diversitdfii genetice a raselor de animale si a soiurilor de plante.
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AFLP este o tehnicd bazata pe punerea in evidenta a polimorfismelor tot la nivelul
situsurilor de restrictiec. Aceasta tehnica a fost descrisa de Vos si colaboratorii in anul
1995 si se bazeaza pe amplificarea selectiva, cu ajutorul PCR, a unei categorii de
fragmente obtinute printr-o restrictie particulara, care utilizeaza 2 enzime de restrictie si
adaptori, marele avantaj al metodei este acela cd nu necesita informatii preliminare
despre genom.

Tehnica AFLP se bazeaza pe amplificarea selectivd a fragmentelor de restrictie,
obtinute din ADN genomic total digerat si ea parcurge trei etape:

» restrictia ADN genomic si legarea adaptorilor oligonucleotidici;
» amplificarea selectiva a seturilor de fragmente de restrictie ;
» analiza fragmentelor amplificate, in gel de poliacrilamida.

Pentru prepararea unei matrite AFLP, ADN genomic este izolat si digerat simultan

cu 2 enzime de restrictie, de exemplu: Eco RI si Mse I. Eco RI are un situs de recunoastere

de 6pb (taie rar) iar, Mse | are un situs de recunoastere de 4 pb (taie frecvent).
Fragmentele obtinute prin restrictie pot fi grupate in 3 clase:

» marea majoritate (90%) prezinta doua situsuri Mse I la extremitatile lor;
» aproximativ 10% prezinta un situs Eco RI si un situs Msel;
» cateva fragmente prezinta 2 situsuri Eco RI.

Procedeul AFLP se bazeaza pe detectia predominantd a fragmentelor Eco RI - Msel
care au o extremitate taiatd cu o enzima care taie rar si o extremitate taiatd de o enzima
care taie des. Succesul tehnicii AFLP depinde de digestia completa a ADN genomic.
Pentru aceasta trebuie acordata o importanta sporita izolariit ADN de nalta calitate, intact
si fard contamindri cu nucleaze sau inhibitori (Muller , U.G. si colab., 1999). Legarea
adaptorilor, dupa inactivarea prin cdldurd a endonucleazelor de restrictie, de tip Eco RI si
Msel, dublu catenari, se face la extremitatile fragmentelor de ADN.

Structura adaptorilor este urmatoarea:
» secventd noua, care va servi ca situs tintd pentru atagarea primerilor PCR in etapa
urmatoare a AFLP ;

» 0 secventa care permite restaurarea situsului de restrictie;
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Sunt utilizate doua tipuri de adaptori: cei care restaureaza situsul Eco RI si cei care
restaureaza situsul Msel. Primerii care sunt utilizati in reactia PCR nu se fixeaza pe ADN
genomic, dar se vor fixa pe adaptori. Dupa digestia ADN genomic si legarea adaptorilor,
fragmentele de restrictie vor fi amplificate prin PCR. In structura primerilor PCR vom
regasi de o parte secventa adaptorilor si un situs de restrictie (este acela la nivelul caruia
se vor fixa primerii PCR in urmatoarea reactie PCR), iar de cealalta parte o nucleotida
selectiva, adaugata la extremitatea 3’ a primerilor PCR. Numarul nucleotidelor selective

poate varia de la 0 la 3 pe primer.

Fixarea nucleotidelor specifice determind ca un singur subansamblu de fragmente
de restrictie sa fie recunoscut si amplificat. Conditiile de reactie sunt alese de asa natura
ca singurele fragmente de ADN care corespund perfect cu primerul sa fie amplificate.
Daca se lucreaza cu genoame complexe, cum sunt cele de la plante sau animale, PCR-ul
este realizat in doud etape consecutive. In prima reactie, numita preamplificare, ADN
genomic este amplificat cu doi primeri AFLP, avand cate o singura nucleotidd selectiva
si produsul PCR al preamplificdrii este diluat si utilizat ca matritd pentru a 2-a
amplificare selectiva, iar in al doilea PCR se vor utiliza primeri AFLP, ce contin céte trei

nucleotide selective.

Aceasta strategie, de amplificare In doud etape, permite obtinerea unei amprente
genetice foarte clare, care poate fi analizatd pentru detectarea polimorfismelor si intre
indivizii strans inruditi.

Unul din marile avantaje ale tehnicii AFLP este permisivitatea modularii
numarului de profiluri genetice. Este posibild cresterea sau reducerea complexitéfii
profilului, adaptand diferiti parametrii, iar factorul cel mai important pentru determinarea
numarului de fragmente, amplificate intr-o reactie simpld AFLP, este numarul de
nucleotide selective din primerii selectivi. Numarul de fragmente detectate in gel, pentru
o amprentd geneticd, scade cand numadrul nucleotidelor selective creste. Alegerea
numarului de nucleotide selective este strans legatd de marimea genomului, cu cat
marimea genomului este mai redusa cu atat numarul fragmentelor amplificate este mai

restrans §i amprenta geneticd mai simpld. Pentru organismele cu genoame mari (5x108—
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5x10°pb) se utilizeaza primeri selectivi cu cate trei nucleotide, astfel incét sa se amplifice
in medie 50 fragmente pe proba si pe perechea de primeri selectivi, acest numar poate

varia 1nsa intre 10 si 100, in functie de secventa nucleotidicad si complexitatea genomului.

Al doilea factor, ce determina numarul de fragmente amplificate, este compozitia
in baze G si C a nucleotidelor selective din primeri. In general, se amplifici mai putine
fragmente cand nucleotidele selective sunt G si C.

Tehnicile amprentelor genetice sunt multiple, fiecare are caracteristici particulare
de specificitate de locus, nivel de polimorfism, tehnicitate. Alegerea unei metode trebuie
intotdeauna sa fie luata in considerare in functie de obiectivul cercetarii:

» pentru studii de diversitate ca si pentru masurarea variagiilor inter sau
intrapopulationale, distantei genetice, pentru clasificarea in sistematica a populatiilor
distincte genetic.

» pentru clonarea pozitionala ca si pentru obtinerea unei densitati mari de markeri
moleculari, intr-o regiune precisd din genom (hipervariabild), din vecindtatea unei
gene care urmeaza sa fie clonata;

» pentru stabilirea hartilor genetice la speciile putin studiate sau acolo unde sondele si
primerii PCR nu au fost inca dezvoltati.

Marele avantaj al tehnicii AFLP este sensibilitatea in detectarea polimorfismului la
nivelul genomului total.

Cu toate acestea, tehnica AFLP a devenit un standard molecular pentru clasificarea
in sistematicd a populatiilor distincte genetic. Polimorfismele identificate in ADN sunt
transmise mendelian i utilizate apoi pentru genotipizare, identificarea markerilor

moleculari si cartografierea genelor.(Cosier Viorica si colab., 2007)
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1.2.3. Tehnicile MAAP
MAAP techniques (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling)

Din categoria tehnicilor MAAP (Multiple Arbitrary Amplicon Profiling) face
parte tehnica RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), alaturi de tehnicile DAF
(Amplification Fingerprinting ) si AP-PCR (Arbitrary Primed PCR).

1.2.3.1. Tehnica RAPD
RAPD technique (Random Amplified Polymorphic DNA)

Tehnica RAPD se bazeaza pe determinarea polimorfismului la nivel alelic in ceea
ce priveste producerea unor produsi de amplificare sau lipsa lor, In urma utilizarii unui
primer oligonucleotidic, arbitrar, intr-o pozitie care sa-i permitd realizarea amplificarii.

Aceasta varianta a tehnicii PCR nu necesitd clonarea sau secventierea ADN si
poate detecta mai multi loci simultan.

Principiul tehnicii este simplu: ADN izolat de la un individ este supus unei reactii
PCR utilizand primeri oligonucleotidici, de secventd arbitrara, care vor hibrida la
secventele sale complementare, in cazul in care acestea existad. Dacd din intdmplare, doi
primeri consecutivi, aflati in vecinatate, se ataseaza la matritd in sensuri opuse, fiecare pe
una din cele doud catene, la o distantd nu prea mare unul de celalalt, fragmentul delimitat
de ele va fi amplificat, iar daca unul din cele doua situsuri este absent la unul din indivizi,
la acesta amplificarea nu va avea loc, evidentiindu-se un polimorfism de prezenta/absenta
(Williams 1. si colab., 1990).

Secventele de primeri scurti, imperecheati aleator (8 — 12 perechi de baze) sunt

folositi la amplificarea ADN de tip RAPD, de obicei rezultand un polimorfism de
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prezentd/absentd, in gel. O astfel de situatie, care permite amplificarea randomizat, Tn mai
multe puncte, poate fi realizata la nivelul intregului genom.

Deoarece RAPD este o tehnica bazatda pe PCR, vom prezenta cateva din
particularitatile definitorii ale acesteia.

Modificarea unei singure baze in genom este suficientd pentru a impiedica
atasarea primerului in acel loc si a impiedica amplificarea fragmentului delimitat de acel
primer. Analiza RAPD poate detecta modificarea unei singure baze in ADN genomic, in
anumite conditii.

Polimorfismul detectat de RAPD poate rezulta din cateva tipuri de modificari:

» inserfia unei secvente mari de ADN, intre secventele de atagare a primerilor, care fac
fragmentul delimitat de aceste secvente prea mare pentru a fi amplificat;

» deletia unui fragment de ADN ce contine unul din situsurile de atasare a primerilor
duce de asemenea la lipsa amplificérii segmentului;

» substitutia unui nucleotid poate afecta hibridarea primerului la un anumit situs de
atasare, putand evidentia sau nu un polimorfism (disparitia unei benzi);

» insertia sau deletia unui mic fragment de ADN poate duce la modificarea marimii
unui fragment amplificat si a pozitiei benzii In gel.

Modificarile de marime se observa rar, dar cel mai adesea polimorfismul se manifesta
prin aceea ca un fragment amplificat poate fi prezent sau absent. Polimorfismul detectat
prin RAPD este folosit ca si marker molecular. Markerii RAPD se comporta ca markeri
dominanti cand sunt urmariti in descendenta. Acest comportament rezulta din faptul ca
un fragment amplificat este prezent in gel (ca o aleld dominanta A) sau absent (ca alela
recesiva a). In analiza descendentilor, un fragment este observat in stare homozigotd
(analog cu AA), fiind amplificat atait ADN de la un parinte, cat si de la celalalt, sau in
stare heterozigota (analog cu Aa), cand este amplificat numai ADN provenit de la unul
din parinti, celalalt prezentand un polimorfism reperezentat prin absenta fragmentului
(Saez R. si colab., 2004).

In stare heterozigotd, absenta fragmentului de la unul din parinti este mascati de
prezenta benzii datorata fragmentului amplificat de la celdlalt parinte. Prin urmare,

analiza RAPD nu poate discerne intre starea homozigota (AA) si cea heterozigota (Aa).
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In cazul markerilor codominanti insa (in care fiecare parinte poseda o bandi distincta,
pe care celdlalt nu o posedd), starea heterozigotd (AB) in descendentd (prezenta ambelor
benzi in hibridul din F,) poate fi deosebita de starile homozigote (AA) si (BB).

Williams si colab. 1990 au aratat ca 95% din fragmentele RAPD se comportd ca
markeri dominanti (un singur fragment amplificat distinctiv la unul sau ambii parinfi si
descendenti) si sub 5% se comportad ca markeri codominanti.

Calculul numarului de fragmente care poate fi asteptat teoretic la folosirea unui primer
care hibrideazd 100% cu matrita, poate fi calculat din lungimea primerului si din
complexitatea genomului {inta, presupunand ca nucleotidele sunt prezente in proportii
egale (Kormelia Smalla si colab., 2002). Produsii de amplificare se separd prin

electroforeza in gel de agaroza si se evidentiaza dupa colorare in bromura de etidiu .

1.2.3.2. Tehnica DAF
DAF technique (DNA Amplification Fingerprint)

Caetano-Anolles si colab. (1991), au imtrodus o metodd numita DNA
Amplification Fingerprinting (DAF). Ei au folosit primeri scurti, cel mai adesea de
lungime intre 5 — 8 nucleotide. De asemenea, ei au modificat anumiti parametrii PCR,
folosind pasi atat de joasa cat si de inalta stringentd, precum si un program al ciclurilor cu
numai doud temperaturi in loc de standardul cu trei. Produsii de amplificare au fost
separati prin electroforeza in gel de poliacrilamida si vizualizati prin colorare cu argint.
Nivelul complexitatii profilului benzilor poate fi predeterminat prin manipularea
conditiilor de reactie. Ca urmare a aparifiei mai multor variante de amprentare a
intregului genom, bazate pe PCR cu primeri arbitrari, Caetano-Anolles si colab., au
propus in (71994), denumirea acestor metode inrudite cu numele generic de Multiple
Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP).

Totusi, datorita simplitatii si utilitagii, numele si metoda originalda RAPD, cunoaste

cea mai larga raspandire. Aceastd tehnica permite amplificarea unui numar mai mare de
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fragmente de dimensiuni foarte mici, care ulterior vor fi separate intr-un gel de

poliacrilamida.

1.2.3.3. Tehnica AP — PCR
AP — PCR technique (Arbitrary Primed PCR)

Lungimea primerului utilizat, este un criteriu principal de distinctie intre cele trei
tehnici descrise anterior; astfel cd pentru RAPD ( Random Amplified Polymorphic
DNA) sunt primerii decameri (9-10 pb), pentru DAF (DNA Amplification Fingerprint)
primerii au 5-15 pb, iar pentru AP-PCR (Arbitrary Primed PCR) primerii au lungimea
del18-32 pb. Tehnicile AP-PCR si DAF pot releva numeroase benzi (pana la 100) in timp
ce RAPD-ul produce un numar mic de benzi, pana la 10. (Welsh J. si colab., 1991) .

Avantajele tehnicilor Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP rezidd din:
simplitate, rapiditate, costuri scazute, si faptul ca nu necesitd cunostinte anterioare despre
genom, nu necesitd digestie sau transfer pe o membrana, marcare radioactivd sau
fluorescenta, cu ajutorul lor fiind generati markeri moleculari utilizdnd markerii deja
disponibili (Welsh J. si colab., 1990) . Tehnica RAPD fiind rapida, poate fi utilizatd in
hibridari interspecifice, introgresia genelor, identificarea clonelor, descoperirea
markerilor sex-linkati, masurarea distantelor genetice la plante, animale si om.
Dezavantajele tehnicii constau in reproductibilitatea scazuta, iar schimbarile de scurtd
duratd a conditiilor de reactie pot cauza benzi nereproductibile. O singurd procedura
cuprinde trei etape importante .Tehnica AP-PCR utilizeazd primeri de 18 pb si a fost

dezvoltata si utilizata ca metoda reprezentativa ( Sean, M. si colab., 2000).
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1.2.4. Tehnica RT — PCR
RT - PCR technique (Reverse Transcription-PCR )

Aceasta tehnica este tot o varianta a tehnicii PCR, in care amplificarea porneste de
la ARN mesager (ARNm). In prezenta enzimei revers transcriptaza, ARNm devine
matritd pentru sinteza ADN complementar(ADNCc), dupa care procesul de amplificare
decurge in mod normal. Cuantificarea expresiei genice se bazeaza pe presupunerea cad se
pastreaza o anumita proportionalitate intre cantitatea de ADN de la inceputul reactiei si
cantitatea produsului de amplificare (Park D.J §i colab., 2004).

Trebuie subliniat faptul ca aplicarea reactiei PCR la moleculele de ARN necesita o
modificarea a reactiei PCR in prima etapa. Pentru cd molecula de ARN nu poate fi
copiata in prezenta Taq polimerazei, aceasta etapa este catalizatd de revers transcriptaza,
enzima 1n prezenta careia este sintetizata molecula de ADN de pe matrita de ARN. Copia
de ADN este apoi amplificatd in prezenta Taq polimerazei. Descoperirea enzimelor
termostabile (ex. ADN-polimeraza -T obtinutd din bacteria Thermus thermophilus) cu
ajutorul carora pot fi obfinute copii termostabile de ADN atat de pe matrite de ADN cat si
de pe matrite de ARN face posibila aplicarea RT — PCR in conditiile in care va fi

necesard o singura reactie in prezenta unei singure enzime (Brown T.A. si colab., 2002).

A ceasta tehnica ofera o informatie mai detaliata referitoare la detectarea cu

sensibilitate ridicatd a unor gene exprimate in cantitati reduse, intr-o anumita celula.

1.2.5. Tehnica microsatelitilor SSR
Microsatellites technique SSR (Simple Sequence Repeats)

La organismele procariote si eucariote o parte din ADN genomic este reprezentat

de secvente de ADN inalt repetitive, de complexitate mica si considerate

noninformationale.
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Microsatelitii sau SSR (Simple Sequence Repeats) sunt secvente Tnalt repetate,
care contin motive de 2 — 5 perechi de baze, repetate in tandem si care flancheaza o
secventd unicd de ADN. Se pare ca acestia sunt rezultatul crossing-overului inegal.
Tehnica PCR este aceea care va fi utilizatd pentru relevarea profilurilor individuale,
furnizand markeri specifici de locus ce se transmit codominant.

Un microsatelit nu este specific la un locus particular, dar regiunile flancatoare
sunt specifice (Dakin E. si colab., 2004).

Acesti markeri bazati pe PCR necesitd investifii considerabile pentru a putea fi
generati, dar sunt inalt polimorfici pentru folosirea lor in aplicatiile MAS (Selectia
asistatd de markeri moleculari). Polimorfismul este determinat de diferentele existente in
lungimea produsilor de amplificare.

Acest polimorfism va duce la evidentierea mai multor alele la acest locus. Fiind o
regiune nalt polimorficd se pot distinge foarte multe alele, dar care pot determina
diferentele chiar si intre indivizi inrudifi. Motivele repetate in tandem pot fi utilizate si ca

sonde, dirijate catre ADN genomic, unde sa-si gaseasca regiunile complementare.

1.2.6. Tehnica EST
EST technique (Expressed Sequence Taq)

Aceasta reactie bazatd pe PCR necesita atat clonare cat si informatii despre
secventa, utilizand informatiile proiectului de secventiere a genelor, cand sunt generate
clone de ADNc. Aceastd secventd este folosita pentru designul unor primeri de 18 — 20
pb cu care se vor amplifica secvente invecinate. Markerul EST este de obicei detectat
dupd marime in produsul de amplificare si este un marker codominant. Crearea acestor
primeri se realizeaza cu costuri foarte mari, dar acestia sunt foarte utili prin diversele
aplicatii in cartare, descoperirea genelor asociate cu locii caracterelor cantitative - QTL
(Quantitatif Traits Loci) si ar trebui sa contribuie considerabil la 1intelegerea

mecanismelor la acesti loci. (Denise E .A. si colab., 2003)
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1.2.7. Tehnica SCAR
SCAR technique (Sequence Characterized Amplified Region)

In cadrul acestei tehnici, fragmentele de ADN amplificate prin tehnica PCR-
RAPD, sunt clonate si pe baza lor se construiesc primeri specifici care vor avea lungime
mai mare decét primerii RAPD.
reduse, deseori intdmpinatd de markerii RAPD. Obtinerea unui marker codominant poate
deveni un avantaj in plus, in convertirea markerilor RAPD in markeri SCAR
(Giovannelli, J. si colab.,2002).

Totusi, markerii SCAR pot manifesta dominantda completd cand unul sau ambii
primeri coincid partial cu variatia din secventa unui anumit locus. Markerii SCAR
dominanti pot fi facuti deseori codominanti, prin digestia produsului PCR cu diferite

enzime de restrictie.

1.2.8. Tehnica SNP
SNP technique (Single Nucleotid Polymorphism)

Aceastd tehnicd se caracterizeaza prin detectarea mutatiilor punctiforme la un
locus particular, mutatii determinate de substitutia unei singure nucleotide cu alta. Prin
aceasta tehnica pot fi evidentiate diferentele de secventd existente intre alele, cum ar fi
substitutia A in T de exemplu AAGGCTAA in ATGGCTAA (Jiang , R. si colab.,2004)
.Pentru ca o variatie de secventa sa fie consideratd SNP ea trebuie sa apara cu o frecventa
de pana in 1% in populatie, ceea ce in populatia umana va detemina mai mult de 90% din
intreaga variatie genetica (Heaton , M.P. si colab., 2002). Aceasta inseamna aparitia
mutatiei la fiecare 100 pana la 300 perechi de baze din totalul de 3 miliarde. Doua din trei
polimorfisme SNP sunt determinate de inlocuirea citozinei cu timina, ce apar atat in
regiunile codificatoare cat si necodificatoare (Fitzsimmons §i colab. 1998), polimorfisme

de tip citozind —timina au fost descrise si de Schenkel F.S. §i colab., in anul 2005.
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1.2.9. Tehnica STS
STS technique (Sequence —Tagged Site)

Aceasta tehnica bazatd pe PCR, detecteaza o secventd unicd intr-un punct definit
din genom. Pe baza acestei tehnici pot fi convertiti markerii genetici RAPD 1n markeri
STS, pentru acelasi locus. Tehnica nu necesitd clonare daca existd informatii anterioare
despre secventa, pentru definirea primerilor. Designul primerilor de 18 — 20 pb, poate fi
conceput dupa secventa fragmentelor RAPD excizate din gel, pentru a amplifica ulterior
fragmente de ADN unice (de exemplu poate fi secventa unui produs PCR - RAPD sau a
sondelor RFLP).

Polimorfismul este in general detectat ca o diferentd de marime in produsul de
amplificare STS fatd de produsul RAPD, de la acelasi locus. Dacd nu existd nici o
diferentd de marime, se apeleazad la restrictia enzimaticd pentru a tdia produsii de
amplificare si pentru identificarea polimorfismului lor. Poate fi astfel detectat un
polimorfism de cateva nucleotide. Din moment ce primerii STS sunt mai lungi decat
primerii RAPD si bazafi pe o secventd specifica, aceastd metoda detecteaza
polimorfismul de la acelasi locus, fiind potrivita pentru studii de cartare genica.
Dezavantajul metodei este ca proiectarea si crearea primerilor poate implica o investitie

importantd ( Roach J. C. si colab., 2000).

1.2.10. Tehnica ARMS -PCR
ARMS —PCR technique (Amplification Refractory Mutation System —PCR)

O modificare a metodei PCR, care permite detectia mutatiilor punctiforme
cunoscute, prin amplificare cu primeri specifici de alela, este metoda ARMS-PCR.
Aceasta este o metoda care nu implica utilizarea izotopilor radioactivi, iar genotipizarea

este posibila prin simpla examinare a migrarii produsului PCR prin elecroforeza in gel de
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agarozd. Tehnica este cunoscutd ca detectarea mutatiilor prin amplificare refractara,
descrisa pentru prima data de Newton C.R. si colab., 1989.

Metoda consta in utilizarea a doi primeri care prezintd aceeasi secventd de
nucleotide cu exceptia nucleotidei terminale 3° — unul complementar cu alela normala, iar
celdlat cu alela mutanta. Pentru amplificarea enzimaticad se foloseste Taq-polimeraza,
enzimd care nu are activitate exonucleazica 3’—5’, ceea ce implica necesitatea unei
perfecte complementaritdfi a primerului cu capatul 3’ al matritei ADN. Rezultatul se
obtine In urma electroforezei in gel de agarozad prin prezenta sau absenta produsului de
amplificare respectiv.

Specificitatea este obfinutd daca primerul oligonucleotidic este complementar cu
secventa alelei dorite, dar nu este complementar cu cealalta alela la capatul 3°, sau in
imediata vecindtate a capatului 3' al primerului specific de alela. Neamplificarea este
rezultatul nepotrivirii dintre ADN matrita si oligonucleotidul din primer. Pentru ca Taq-
polimeraza nu are activitate exonucleoazicd in directia 3'—>5', aceastd nepotrivire
impiedica eficient elongarea la capatul 3' cu ajutorul Taq polimerazei . Metoda este
aplicabild, in general, in detectia mutatiilor punctiforme cunoscute, mici deletii si insertii,
polimorfisme si alte variatii in secventa ADN.

De aceea, o mutatie (sau un polimorfism) poate fi detectata prin utilizarea unui
construct oligonucleotidic adecvat, care permite o elongare eficientd, in cazul unui

cromozom mutant si o elongare ineficienta, in cazul unui cromozom normal.

1.3. TEHNICA SSCP
SSCP TECHNIQUE (SINGLE STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM)

Aceasta tehnica este utild in detectarea polimorfismului determinat de cel putin o
nucleotidd. Evidentierea polimorfismului se face in timpul electroforezei in gel de
poliacrilamida. Acest polimorfism se bazeaza pe diferentele de conformatie ale unei
singure catene (mutantd) ce difera de cealaltd intr-un singur punct, datoritd unei
substitutii, deletii sau insertii (Barroso , A. si colab., 1998). In anumite conditii, acizii

nucleici dintr-o catena de ADN formeaza in solutie o structura secundara. Structura
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secundard depinde de compozitia in baze, structurd care poate fi alterata si de substitutia
unei singure nucleotide. Aceasta diferentd va determina o mobilitate electroforetica
diferita in conditille unui gel nedenaturat (gel de poliacrilamida nedenaturat).
Vizualizarea fragmentelor ce urmeaza a fi detectate se face dupa o prealabild colorare cu

argint sau dupa marcarea radioactiva.(4dbba , M.C. si colab.,2001).

1.4. TEHNICI BAZATE PE SECVENTIERE
TECHNIQUES BASED ON SEQUENCING

Prima secventa descifratd a fost a ARNt pentru alanina de la drojdie (1964), facuta de catre
Robert Holley si colegii sai de la Universitatea Cornell. Acestia au utilizat enzime specifice care
au rupt molecula de ARNt in segmente mici pand cand s-a reusit secventierea directd prin
metode de degradare enzimaticd. Abia in 1976 a fost descifratd secventa completd a ARN
monocatenar de la fagul MS2, de citre Walter Fiers in laboratorul din Ghent. S-a stabilit atunci
structura completd a genomului viral si organizarea acestuia, corespondenta dintre codoni si cele
trel proteine codificate de genele fagului MS2 si cd un codon stop cauzeazd terminarea
transcriptiei (Watson si colab., 1992).

Secventierea ADN poate fi facutd prin procedee chimice (metoda Maxam si Gilbert) sau
cu ajutorul terminatorilor de lant (metoda dideoxi sau Sanger), aceasta din urma fiind astazi
utilizatd mai mult.

Prima metoda a fost pusa la punct de catre Maxam si Gilbert (1977) si este de fapt o clivare
chimica. Cea de-a doua, metoda dideoxi sau Sanger, a fost pusa la punct in acelasi an de catre
Sanger si se bazeazd pe intreruperea controlatd a sintezei enzimatice a ADN, amplificat prin
PCR.

In ambele cazuri, fragmentele obtinute sunt supuse marcirii radioactive (cu P, de
exemplu) inaintea separdrii pe baza greutatii moleculare intr-un gel de poliacrilamida.
Vizualizarea si analizarea produsilor rezultati se face prin autoradiografie.

O metoda mult mai convenabild si mai precisd este marcarea fluorescentd a fragmentelor
si secventierea automatd. Fragmentele de ADN sunt migrate intr-un gel de poliacrilamida iar

aparatul (secventiatorul), prevazut cu un fascicul laser, excitd fiecare moleculda marcatd
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fluorescent si transforma wvalorile fluorescente In secventa in nucleotidice a fragmentului
analizat. Un astfel de aparat (ALFexpress Auto Read) poate detecta 200 pb pe ora. Fiecarei
secvente de acizi nucleici 11 corespunde o diagramd a succesiunii de baze numitd
electroforegrami. In aceastid diagrama fiecirei baze ii corespunde un varf si o coloratic
caracteristica.

O alta tehnica este secventierea automata, in cazul careia, catena de ADN care va intra in
reactia de secventiere depinde de primerul utilizat, putand fi supusd secventierii atat
catena sens cit si cea antisens. In studiile de secventiere a genelor, pentru precizia
rezultatelor obtinute sau atunci cand sunt cdutate mutatii punctiforme, se recomanda
secventierea ambelor catene si compararea rezultatelor obtinute. In acest caz, este
necesard cunoasterea ambilor primeri, care sa inifieze sinteza genei ce urmeaza sa fie
descifrata.

In cazul in care se doreste descifrarea structurii unui fragment de ADN, sau a unei
gene, de la specii a cdror genom nu este saturat in harfi genetice, pentru amplificare se
utilizeaza primeri universali, cum este cel de la fagul M13 (Veira ,J §i colab., 1982..
Pentru fragmente de dimensiuni diferite se aleg vectori corespunzatori pentru clonare, de
exemplu: plasmide (0,1-10 kb), fagi (8-20 kb), cosmide (35-50 kb), BAC (cromozom
artificial bacterian 75-300 kb) si YAC (cromozom artificial de drojdie 100-1000 kb) la
care genomul este complet descifrat si sunt intocmite hartile de restrictie.

Etapele secventierii:

1. Izolarea ADN genomic sau a fragmentului (genei) de interes ce urmeaza sa fie
clonat sau secventiat;

2. Purificarea ADN i1zolat;

3. Amplificarea prin PCR a fragmentului de analizat cu ajutorul primerilor specifici
sau a primerilor universali, in prezenta celor patru dNTP marcati florescent, fiecare cu
altd culoare - (adenina in verde, timina in rosu, guanina in negru si citozina in albastru) si
a polimerazei ;

4. Vizualizarea produsilor de amplificare prin migrarea in gel de agaroza (procedeu
care face posibila atat identificarea produsilor de amplificare, determinarea lungimii

fragmentelor amplificate si a calitatii produsului de amplificare;
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5. Purificarea produsilor de amplificare; pentru ca produsii de amplificare s poatd
fi utilizati in reactii de secventiere trebuie sd aibd un grad inalt de puritate (evitdndu-se
contaminarea cu inhibitori i prezenta rezultatelor eronate) ;

6. Secventierea automata;

7. Citirea secventelor pe catena analizata;

8. Alinierea secventelor de pe cele doua catene sens si antisens;

Reactia de secventiere incepe intotdeauna dupa ce ADN supus secventierii a fost

initial amplificat prin PCR, purificat si cuantificat (Cosier Viorica, 2007).

CAPITOLUL 11
SELECTIA ASISTATA DE MARKERI MOLECULARI UTILIZATA
iN AMELIORAREA POPULATIILOR DE TAURINE

CHAPTER 11
MOLECULAR MARKERS ASSISTED SELECTION USED IN CATTLE
POPULATION IMPROVEMENT

Selectia asistatd de markeri moleculari(MAS), utilizata pentru a estima potentialul
de productie al animalelor Laude si colab. (1990), ofera informatii suplimentare rapide in
selectie si pentru testarea descendentilor. Aceasta ar trebui integratd in programele
traditionale de selectie si ameliorare, pentru a obfine o imbunatatire maxima, precisa si
rapidad, la populatiile de animale domestice (Darius §i colab., 1998).

Markerii moleculari sunt utilizati in cadrul cartarii genice pentru a marca spoturile
intr-un genom si a intocmi hartile de linkage. Markerii moleculari care flancheaza locii
insusirilor cantitative (QTL) si calitative prezintd polimorfism ridicat si sunt o alta sursa
de discriminare chiar si intre indivizi Inruditi. Ei ne ajutd sa-i localizdm si sa-i vizualizdm
pe cromozom, la fiecare individ folosit in cadrul formelor parentale, pentru incrucisari si

retroincrucisari repetate, astfel incat sa-i retinem in efectiv numai pe acei indivizi care
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prezintda genele de interes. Pentru genotipizarea indivizilor este necesara identificarea si
cartarea pe cromozom a unui numar suficient de mare de markeri genetici cu polimorfism
ridicat dar care sd acopere prin distributia lor intreg genomul. Dupa localizarea lor pe
cromozom, markerii respectivi vor servi in calitate de zone de marcaj a genelor sau a
locilor cantitativi.

Markerii genetici sunt fragmente de ADN, de reguld noninformationale (regiuni
hipervariabile de ADN sau introni), uneori chiar informationale (gene functionale),
utilizate pentru detectarea segmentelor cromozomiale, implicate Tn manifestarea unui
caracter precum si a genelor care stau la baza manifestarii acestora. Markerii genetici
ideali sunt cei cu polimorfism ridicat, caracterizat prin posesia a doud sau mai multe alele
diferentiabile, codominante si care se pot evidentia foarte usor:

Georges I, si colab. (1996), citandu-1 pe Rohrer si colab. (1996), raporteaza
existenta unui numar de 1100 markeri genetici descoperiti la taurine. Datoritd hartii
genetice relativ complete la aceasta specie s-au descoperit unii loci implicati in
determinarea productiei de lapte situati pe cromozomii din perechea 1, la rasa Holstein

din SUA. (Georges si colab.,1996).

2.1. MARKERI GENETICI ASOCIATI CU PRODUCTIA DE LAPTE
2.1.GENETIC MARKERS ASSOCIATED WITH MILK PRODUCTION

Bibliografia de specialitate citeaza existenta unor gene ce sunt asociate cu
productia de lapte, cum ar fi gena hormonului de crestere, gena ce determina sinteza
prolactinei, genele ce determind sinteza cazeinelor si lactoglobulinelor, factorul de
transcriptie pituitar (Pit 1).

k- cazeina si B-lactoglobulina — polimorfismul genetic la locii celor doua gene a
fost studiat la noi in tard, pentru prima datd de catre Viaic §i colab. (2001). Au fost
genotipizate la locii k-cazeinei 26 de vaci din rasa Bruna si 42 de tauri din urmatoarele
rase: Brund, Bailtatd germand, Baltatd romaneascd, Baltatd cu negru, Red Holstein,
Pinzgauer si hibrizi Red Holstein x Baltatda romaneascd. Taurii au fost genotipizati si la

locusul B-lactoglobulinei. Tehnica utilizata a fost PCR-RFLP (Medrano si Aguilar-
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Coordova, 1990) iar restrictia produsilor de amplificare s-a ficut cu Hinfl pentru k-

cazeina lucru prezentat in figura 1, si Hae III pentru B-lactoglobulina.

266bp
132/134 pb
84 pb

I

Fig. 1. Genotipurile la locusul k-cazeinei in functie de numarul $i marimea fragmentelor

de restrictie (pb) in gel de agaroza ( dupa Viaic si colab., 1990)

Fig. 1. The genotypes at the k-casein locus function of the number and size of the

restriction fragments (bp) in agarose gel (according to Vlaic si colab., 1990)
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Vikki si colab. (2005) descopera pe cromozomul 6 , lucru prezentat in figura 2,

un marker ce influenteaza productia de lapte si continutul in proteind la vacile din rasa

Ayrshire din Finlanda.
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REZUMATUL HARTI

HARTA 1: MARC

REGIUNEA PREZENTATA: 0,00-125,60 cM

TOTAL STSs PE CROMOZOM: 54

STSs MARCATI: 34, TOTAL STSs IN REGIUNE: 54
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REGIUNEA PREZENTATA: 0,00-540,71 cR

TOTAL STSs PE CROMOZOM: 71

STSs MARCATI: 20, TOTAL STSs IN REGIUNE: 71

Fig. 2. Harta genetica la vaca — sursa NCBl.nih.gov.edu - Cromozomul 6

Fig. 2. The genetic map in cow — source NCBIL.nih.gov.edu - Cromosome 6

Desi acest domeniu, in prezent, este costisitor, sustinerea financiara a unor astfel

de laboratoare de cercetare este necesard mai ales in scopul optimizarii analizelor ADN,
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precum si testirii efective a animalelor. In conditiile economiei de piatd, markerii oferiti
unitdtilor de productie beneficiare, trebuie sa conduca la obtinerea unor performante care
sa justifice investifiile acestor unitati de testare. Identificarea precisd si timpurie a
genotipurilor care controleazd proteinele din lapte prin metodele biologiei moleculare,
poate avea impact direct in strategiile de ameliorare a vacilor de lapte, aducand un real
progres genetic ( Horton R., §i colab., 2005).

Familia proteinelor din lapte, reprezentatd de cazeina (aS1, aS2, B, k) si B-
lactoglobulind, au o influentd semnificativd asupra compozitiei si proprietatilor fizico —
chimice ale laptelui.

J.F. Medrano §i A.E. Cordova (1990), analizand frecventa alelelor genei k-
cazeinei, in doud populatii de taurine din crescatoriile din California, au constatat ca
frecventa genotipului BB a fost de 3% la rasa Holstein si de 81% la rasa Jersey.
Rezultatele cercetarilor mentionate mai sus au fost confirmate si de catre Eenennaam §i
Medrano (1991), care au ardtat ca alela B a k-cazeinei determina un nivel mai ridicat de
proteind in lapte decat alela A. De asemenea frecventa superioard a alelei A a fost
asociatd cu o productie superioard de lapte. Genotipul homozigot BB al k-cazeinei a fost
asociat cu producerea unui lapte cu proprietati superioare de prelucrare in industria
branzeturilor. Folosirea laptelui de la vacile cu genotip BB al k-cazeinei in producerea
branzei, are ca rezultat un timp mai scurt de coagulare a cheagului, formarea unui cheag
mai dens si realizarea unei productii mai mari de branzd in comparatie cu laptele
provenit de la vacile cu genotip homozigot AA.

Bulla si colab. (1995) studiind o alta proteind din lapte, P-lactoglobulina, au
constatat ca genotipul AA este asociat unei productii ridicate de lapte, iar genotipul BB
este asociat laptelui cu continut ridicat de grasime si cazeind. Cercetdrile efectuate in
Cehia de catre Sablikova si colab. (1999) confirmd clar ca alela B a k-cazeinei
conduce la cresterea semnificativa a cantitatii de proteind din lapte, animalele homozigote
BB produc lapte mai putin, dar cu un continut mai ridicat in proteina. Pe de alta
parte, homozigotii AA pe gena PB-lactoglobulinei, se asociazd atdt cu o productie
crescutd de lapte, precum si cu un continut crescut de proteina in lapte. Acesti cercetatori

recomandd selectia vacilor din rasa Jersey cu genotipul homozigot BB al k-cazeinei
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atunci cand se urmareste obtinerea unui lapte cu o proteind de buna calitate, care este

utilizat la producerea de branza (Lorraine si colab.,1997).

Futerovad si colab. (1999) au studiat asocierile dintre genotipurile B-
lactoglobulinei si continutul laptelui in aceasta proteind. Productia cea mai mare de -
lactoglobulind a fost inregistrata la vacile cu genotip AA , urmata de cele cu genotip AB (
si BB . Influenta alelelor A si B asupra continutului de B-lactoglobulind a fost de
asemenea testatd. Animalele homozigote pe alela A au avut o valoare mai ridicatd de

B-lactoglobulina decat cele homozigote pe alela B.

Féziis si Zsolnai (1997), studiind frecventa genelor k-cazeinei la rasa Holstein —
Friza din Ungaria au gasit o frecventa a alelei A a k-cazeinei de peste 0,80 la taurii
folositi pentru insdmantari artificiale, la vacile mame de tauri si la taurii candidati la
reproductie. Ei au asociat frecventa superioard a alelei A cu o productie mai ridicatd de

lapte.

Rezultate recente in Romania privind studiul polimorfismelor genetice ale
proteinelor majore din laptele speciilor de ferma autohtone si posibilitatea utilizarii lor ca
markeri genetici pentru cresterea calitatii laptelui si identificare a autenticitatii/originii
laptelui si altor produse lactate, au fost obtinute in Laboratorul Zonal de Genotipizare a
Animalelor de Fermd, din cadrul USAMV Cluj-Napoca (Viaic A., Balteanu V. A, §i
colab., 2004, 2007, 2008). Tehnica de focalizare izoelectrica (IEF) si tehnicile PCR au
fost testate cu succes in premierd pentru Romania, pentru caracterizarea polimorfismelor
proteinelor din lapte la populatii de: taurine din rasele Baltatd romaneasca de tip
Simmental, Baltata cu Negru romaneascd, Bruna de Maramures, Sura de Stepa, bubaline
din rasa Bivol romanesc, caprine din rasa Carpatina (Bdlteanu V.A, Viaic A., si colab.,
2004, 2007, 2008). In urma acestor studii s-a constat la rasa Brund de Maramures o
frecventd mare a alelelor de tip B de la locii K-cazeinei , beta-cazeinei si beta-
lactoglobulinei, asociati cu o calitate mai bund a laptelui si proprietati superioare de
procesare. La rasa Baltatd cu Negru romianeascd s-a constatat o frecventd redusd a
acestor alele, iar la rasa Baltatd romaneasca de tip Simmental frecventa lor a fost

intermediara (Bdlteanu V.A, Viaic A si colab., 2007).
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In urma acestor studii au fost descoperite si caracterizate molecular trei noi alele
la locii cazeinelor: la rasa Bivol romanesc: -cazeina C?Vsi aS1- cazeina B*Y ,ce nu au
mai fost semnalate pana acum la nici o altd rasd de bivoli, respectiv aS1- cazeina I®Y
descoperita la rasa Sura de Stepa, varietatea Moldoveneasca (Bdlteanu V.A, Viaic A.,si
colab., 2007, 2008). Deoarece cazeinele noi identificate la rasa Bivol roménesc apar cu o
frecventd mare ,de 15% in populatiile genotipizate, ele vor putea fi folosite, ca markeri
genetici de identificare a originii si autenticitatii branzeturilor de bivolitd autohtone,
efectul lor asupra calitatii laptelui si randamentului de procesare in branzeturi fiind in
curs de testare (Balteanu V. A., Vlaic A ., si colab., 2007, 2008).

Alela aS1- cazeina I®Y descoperita la rasa Sura de Stepa, nu a mai fost semnalata
la nici o alta rasa de taurine din Europa, fiind se pare o alela ancestrala care provine direct
de la stramosii salbatici ai rasei (Bdlteanu si colab., 2007 ), si a furnizat prima dovada
moleculara a pozitiei filogenetice a rasei, extrem de necesara in contextul conservarii ei,
rasa aflatd din pacate in pragul extinctiei (Balteanu V.A., Viaic A., 2008).

La rasa de caprine Carpatina a fost studiat polimorfismul celor 6 loci care codifica
proteinele majore din lapte si in special polimorfismul locusului cazeinei alfa S1 find
constatata o frecventd mare a aleleor cu expresie slaba, cu influente negative asupra
radamentului de procesarea a laptelui in branzeturi (Bdlteanu V.A si colab., 2007 si
Viaic A., si colab., 2008

Factorul de transcriptie pituitar (Pit 1) este un factor celular specific pentru
activarea expresiei genelor prolactinei (PRL), tirotropinei si hormonului de crestere (GH)
in hipofiza anterioara (Tuggle si Trenkle, 1996) dar si in diferentierea si proliferarea
celulelor hipofizare (Hoggard si colab., 1993). Proteina Pitl de la bovine este formata
din 291 aminoacizi si este codificatd de o gend candidat pentru productia de lapte, gena
situatd pe cromozomul 1 prezentat in figura 3, la taurine, deoarece rolul sau este de a

regla expresia genei hormonului de crestere bovin (bGH) si a genei prolactinei.
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Fig. 3. Harta genetica la vaca — sursa www.NCBLnih.gov.edu - Cromozomul 1

Fig. 3. The genetic map in cow — source www.NCBI.nih.gov.edu - Cromosome 1

Polimorfismul la locusul Pit 1 a fost studiat la mai multe rase de taurine, la care s-
a calculat frecventa genelor si s-au facut asocieri intre acestea si cantitatea de lapte,
precum si cu anumite insusiri de conformatie (Renaville si colab., 1997). Alela A a fost
asociatd cu o productie superioara de lapte si o cantitate mai mare de proteine in lapte.

Polimorfismul la locusul Pitl a fost studiat prin tehnica PCR-RFLP (Moody si
colab., 1995) in care produsul de amplificare de 1355pb a fost digerat cu enzima Hinfl si
pe un fragment de 451 pb (Renaville si colab., 1997) a carui produs de amplificare a fost
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digerat cu aceeasi enzima de restrictie (obtinandu-se fragmente de 451 pb pentru
genotipul AA, 244 si 207pb pentru BB 51451, 244 s1 207 pb pentru heterozigotul AB —
figura 4. Ulterior s-au stabilit asocieri ale polimorfismului la acest locus cu productia de
lapte (Renaville si colab., 1997) si calitatea carcasei (Jolanta Oprzadek si colab., 2003).
Alela A a genei Pitl a fost asociata cu o productie superioard de lapte, cantitate crescuta
de proteind si cantitate scazutd de grasime in lapte la hibrizii Holstein italiand x Friza.
Adancimea corpului si angularitatea sunt caractere de conformatie asociate cu cantitatea
de lapte, la vacile de lapte.

Alela A are un efect superior alelei B in ceea ce priveste: cantitatea de lapte,
cantitatea de proteind, adancimea trunchiului, angularitatea si lungimea picioarelor.
Aceste date aratda un singur sens de actiune, insa gena Pitl are trei moduri diferite de a
actiona: primul este legat de productia de lapte si angularitate, al doilea legat de
adancimea trunchiului si de cresterea picioarelor, si al treilea legat de o cantitate scazuta

de grasime si angularitate mai mare.

AA BB AB bp

el ~— 451

244
Fig. 4. Polimorfismele de tip PCR — RFLP/Hinf I din gena Pit-1 la taurii apartinand rasei
Holstein-Friza (dupa Renaville si colab., 1997)

Fig. 4. The polymorphisms PCR — RFLP/Hinf I type from Pit-1 genein
Holstein — Friesian bulls (according to Renaville et al. 1997)
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Rezultatele aratd ca gena Pit 1 are rol in activarea expresiei genelor Tirotropinei
(Tyr), Prolactinei (PRL) s1 Hormonului de crestere (GH), si influenteaza cantitatea de
lapte si de proteind din lapte. In acelasi timp, prin intermediul acelorasi gene din axa
somatotropicd, gena influenteazd dezvoltarea in doud directii: una referitoare la
adancimea trunchiului, iar cealalta in directia calitatii laptelui: alela A reduce
muscularitatea, in favoarea cresterii angularitatii.

La rasa Baltata alb cu negru, polimorfismul genei Pitl a fost asociat doar cu
performante de exterior. Homozigotii AA au avut o circumferintd si o adancime mai mare
la piept, in timp ce homozigotiit BB au prezentat lungimea si largimea trunchiului mai

mare.

2.2. MARKERI GENETICI ASOCIATI CU PRODUCTIA DE CARNE
2.2.GENETIC MARKERS ASSOCIATED WITH MEAT PRODUCTION

Genele care controleaza locii caracterelor cantitative pentru productia de lapte si
carne sunt dificil de identificat. Genele candidat pentru acesti loci se selectioneaza pe
baza asocierilor ce se stabilesc intre procese biochimice sau fiziologice si caracterul
cantitativ respectiv. Ulterior, acesti loci se testeazd ca loci ai unui caracter cantitativ
(QTL). Dintre acestea putem cita genele: tiroglobulinei, calpastatinei, hormonului de
crestere bovin (bGH), leptinei si STAT 5A.

In ultimii ani, cercetarile au fost conduse spre identificarea de markeri genetici
puternic asociati cu diferite caracteristici de palatabilitate. Recent, s-a stabilit ca genele ce
specifica tiroglobulina, leptina si calpastatina influenteazd fragezimea, suculenta si
gradul de marmorare al carnii, calitatea carcasei §i greutatea corporala.

Tiroglobulina (Tyr) — Tiroglobulina este un hormon glicoproteic sintetizat de
celulele foliculare ale tiroidei unde este depozitat si care ulterior este iodat. Tiroglobulina

este carausul triiodotironinei (T3) si tiroxinei (T4) depozitatd in lumenul glandei. Cand
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oricare din acesti hormoni este cerut, tiroglobulina este transportatd prin membrana
apicald. S-a demonstrat atat in vivo cat si in vitro cd acesti hormoni afecteaza
diferentierea si cresterea adipocitelor, de aceea, T3 si T4 au fost asociati cu gradul de
marmorare a carnii la vacile Wagyu (Mears si colab.,2001).

Polimorfismul TGS este situat in secventa leader de la capatul 5° al genei
tiroglobulinei si a fost asociat cu continutul intramuscular de grasime la vacile hranite ad
libidum.

Vacile homozigote sau heterozigote pentru alela delta T (CT sau TT) au un grad
de marmorare mult mai ridicat decat cele homozigote pe alela delta C (Barendse, 1997).

Indivizii care prezinta alela T in genotip au performante de crestere superioare si
un grad de marmorare superior al carnii.

Selectia asistatd de acest marker nu va avea ca obiectiv o cantitate mai mica de
grasime subcutanat ci un grad superior de marmorare al carnii.

Leptina (Lep) - este un hormon proteic de 16 kDa, sintetizat in principal de
tesuturile adipoase si secretatd in sange, implicata in reglarea greutdtii corporale, balanta
energeticd, controlul formarii osoase, fertilitate si functiile imune ale organismului.
Cercetarile privitore la nivelul seric al leptinei si nivelul ARNm al genei obezitatii ob din
tesuturile adipoase sunt proportionale cu cantitatea de tesut adipos din organism si sunt
asociate cu factori de risc in bolile cardiovasculare, sterilitate etc. Administarea leptinei la
subiecti cu obezitate severa a dus la o reducere in greutate in medie cu 16 kg atribuita in
special pierderii in masa tesuturilor adipoase.

Leptina joacd un rol important si in sinteza glicogenului, transportul glucozei si
dispozitia lipidelor in muschi (Margetic si colab., 2002).

Cu cat adipocitele devin mai mari, cu atat va fi prezenta o cantitate mai mare de
ARNm a leptinei (Auwerx si Staels, 1998; Masuzaki si colab., 1995), iar concentratia de
leptina circulantd periferica va fi mai crescuta.

Prin clonare pozitionald locusul genei leptinei a fost cartat pe cromozomul 4 bovin

(figura 5).
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Fig. 5. Harta genetica la vaca — sursa www.NCBLnih.gov.edu - Cromozomul 4

Fig. 5. The genetic map in cow — source www.NCBI.nih.gov.edu - Cromosome 4

Calpastatina (Capn) - Fragezimea crescutd a cdrnii care ajunge pe masa
consumatorului este determinatd de activitatea enzimatica endogena, determinata de cele
2 forme ale proteazei calpaine (m si p calpain) ce apar in mod natural in muschi.
Activarea uneia din formele proteazei calpainei este determinatd de cantitatea de calciu
necesitata si anume: p - calpaina necesita concentratii micromolare de calciu (200 — 300
puM), iar m-calpaina necesita milimoli de ioni de Ca (~ 10 mM). Calpastatina este

substratul endogen ce inhiba proteaza calpaina (atat forma m cat si forma p). Dupa
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sacrificarea animalului, proteaza m-calpaina este foarte stabilda in corp, datoritd
insuficientei in calciu pentru activarea sa. In plus, un declin gradual apare si la proteaza
p-calpaina datorita insuficientei calciului si pierderii activitdfii calpastatinei foarte rapid.
Calpastatina este hidrolizata de catre proteazele de tip calpaina, observandu-se cantitéti
superioare ale proteazei in relatie cu inhibitorul. Pentru caracteristicile fragezimii si
suculentei carnii determinate de aceasta gend, a fost dezvoltat un marker genetic. Gena
calpastatinei are douad variante genetice: una asociata cu fragezimea carnii si cealaltd cu o
carne mai durd. Ambele alele ale genei calpastatinei au fost gisite la toate rasele,
observandu-se diferente nete in frecventa acestora, intre rase testate: Zebu are frecventa
mai ridicatd a alelei asociatd cu o carne mai dura fatd de vacile din rasele engleze
(Belmont Red si Santa Gertruda). Chung si colab. (2001), stabileste existenta unui
polimorfism genetic intre indivizi, pentru 2 domenii diferite la locusul calpastatinei
cartatd pe cromozomul 18 (figura 6), domeniul I — CAST67 — intre exonul 10 si 11 si
domeniul IV — CAST28 - intre exonul 5 si 6, ambele putind fi utilizate in selectia

asistatd de markeri, prin tehnica SSCP (Cosier Viorica, 2007).
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Figura 6. Harta genetica la vacd — sursa www.NCBLnih.gov.edu - Cromozomul 18

Figure 6. Genetic map in cow — source www.NCBI.nih.gov.edu - Cromozome 18

Hormonul de crestere bovin (bGH) - este un hormon pituitar de 22kDa format din
191 aminoacizi. Gena bGH face parte dintr-o familie multipld de gene din care mai fac
parte prolactina si hormonii lactogeni placentari, fiind cartat prin tehnica FISH pe
cromozomul 19 bovin (fig. 7). Gena care controleaza expresia hormonului bGH este
formata din 5 exoni (I-V) si 4 introni (A-D). Pana 1n prezent au fost puse in evidentd, in
gena hormonului de crestere, cateva regiuni polimorfice la vaci. Lucy §i colab. (1991)
gasesc polimorfisme in exonul 5, in pozitia 2141 Zhang si colab. (1993) , descoperd un
alt polimorfism in intronul 3 pozitia 1547 , iar Unanian si colab. (1994), in pozitia 2637 a

aceluiasi intron, toate cele trei polimorfisme fiind evidentiate prin PCR-RFLP (Cosier
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Viorica, 2007). Celelalte polimorfisme au fost puse in evidentd prin tehnica SSCP
(Single Strand Conformation Polymorphism).

In studierea polimorfismului la acest locus, la hibrizii Holstein x Friza, s-a utilizat
enzima de restrictie 7aq [ si s-au obtinut 2 fragmente de 6,2kb si fragmente de 5,2kb
din gena hormonului de crestere bovin (bGH) (Falaki §i colab.,1996). Doud profile au
putut fi detectate in gel, corespunzitoare genotipurilor AB si AA. In cercetirile efectuate
de Zang si colab. (1993), frecventa alelei A a fost de 0,852, iar a alelei B de 0,148.
Frecventa alelei B a fost de trei ori mai mare la rasele de carne comparativ cu rasa
Holstein luata in studiu.

STAT 5A4- este un mediator intracelular cheie al semnalizarii prolactinei ce poate
activa transcriptia genelor ce codificd proteinele din lapte ca raspuns la prolactind (Wakao
si colab., 1994). Este de asemenea cunoscut ca si mediator al hormonului de crestere
(GH) asupra céruia actioneaza ca o gena tinta. La vaci, gena ce codifica STAT 5A, a fost
localizata pe cromozomul 19q17( figura 6), intre locii STAT 40KPZ ce contin si genele
STAT3 si STAT 5B (Seyfert si colab., 2000; Moleenar si colab., 2000). Aceeasi tehnica,
PCR-RFLP (Flisikowski si colab., 2003), a fost utilizatd pentru studierea polimorfismului
la locusul STATSA.

Produsii de amplificare au fost taiati cu enzima de restrictie Aval. Doud profiluri
au fost decelate in gelul de agaroza, corespunzatoare genotipurilor CC si CT. Genotipul
CC a fost asociat cu un spor in greutate in viu mai mare (1,04 fata de 0,97 kg zi), intre
lunile 8 si 15 in timp ce genotipul CT a fost asociat cu o greutate mai mare a oaselor si o
lungime a regiunii toraco-lombare mai mare. Flisikowski si Zwierzchowski (2003) au

identificat 14 polimorfisme de secventd in gena STATSA prin tehnica SNP.
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Fig. 7. Harta genetica la vaca — sursa www.NCBLnih.gov.edu - Cromozomul 19

Fig. 7. The genetic map in cow — source www.NCBI.nih.gov.edu - Cromosome 19
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Un nou polimorfism este determinat de substitutia C — T aparut in pozifia 6853

din interiorul exonului 7 (PCR-RFLP/Aval si PCR-RFLP/ Ddel) ( Moleenar si colab.,
2000) (figura 8).

Fig. 8. Polimorfismul SSCP existent in intronul 6/ exonul 7 a genei codificatoare
STATSA la bovine, obtinut in gel de poliacrilamida ( dupa Moleenar si colab., 2000)
Fig. 8. SSCP polymorphism from the intron 6/ exon 7 of the codifying gene
STATS5A in bovine, obtained in polyacrilamide gel (according to Moleenar et al. 2000)

2.3.  MARKERI GENETICI PENTRU IDENTIFICAREA TIMPURIE A SEXULUI
LA EMBRIONI
2.3. GENETIC MARKERS FOR EARLY IDENTIFICATION OF EMBRYO SEX

Markerii genetici specifici cromozomului Y, pot identifica sexul la taurine cu
ajutorul PCR, inca din faza de embrion. Secventele de ADN, specifice cromozomului Y
bovin, au fost clonate de mai mulfi cercetatori. Utilizarea primerilor specifici

cromozomului Y in tehnica PCR, permite amplificarea secventelor de ADN specifice
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sexului mascul, iar prezenta sau absenta segmentelor amplificate in gel permite sexarea
embrionilor (Viaic, A. 1997). Pentru a determina sexul embrionilor bovini s-au folosit
doud perechi de primeri specifici atat unei secvente repetitive (BRY1, BC1,2 si ES6,0)
cait si unet secvenfe unice (BOV 97M) dintr-un fragment de ADN  specific
cromozomului Y. Rezultatele obtinute, folosind tehnica PCR pentru sexare, au fost
comparate cu cele obtinute in urma cariotipizarii embrionilor si cu cele obtinute prin
hibridare in situ a unei probe de ADN specifice cromozomului Y bovin, cu preparate
celulare de interfatd. Secventa unica necesita 50 cicluri de amplificare, iar secventele
repetitive necesitd 40-45 cicluri (Schréder si colab.,1990).

Rezultatele obtinute demonstreaza cd embrionii pot fi sexafi cu exactitate Tnainte
de transfer, prin PCR, utilizdnd primeri specifici cromozomului Y. Intreaga proceduri ,
de la recoltarea embrionilor si pana la vizualizarea ADN amplificat dureaza 6 ore. In
prezent exista preocupdri pentru reducerea timpului necesar determindrii sexului la
aproximativ 2 ore prin detectarea rapida in sifu a secventelor de ADN specifice

cromozomului Y (Koch,1995).
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CAPITOLUL III
IMPORTANTA GENEI OBEZITATII (LEPTINA) CA MARKER
GENETIC ASOCIAT CU CALITATEA
CARNII ST A CARCASEI

CHAPTER 111
THE IMPORTANCE OF THE LEPTINE — GENETIC MARKER
ASSOCIATED WITH MEAT AND CARCASS QUALITY

3.1. CONSIDERATII GENERALE PRIVITOARE LA LEPTINA
(GENA OBEZITATII)

3.1. GENERAL CONSIDERATION CONCERNING
LEPTINE (OBESITY GENE)

Gena obezitatii (ob) si produsul ei — leptina (gr. leptos — slab) au fost descoperite
in anul 1994 (Friedman si Halaas, 1998, citati de Chilliard Y. si colab., 1999). Inca din
anul 1953, cercetdtorul Kennedy a sustinut o teorie lipostatica, conform careia, tesuturile
adipoase ar putea furniza un semnal sistemului nervos central prin care sd limiteze
apetitul animalelor, ceea ce se concretizeaza prin Ingrasarea acestora pand la o anumita
limita si ar explica si precizia ridicata a mecanismelor care regleaza compozitia corporald
pe termen lung.

Gena care codifica leptina este localizatd pe cromozomul 4 la taurine (Pomp si
colab. 1997, citati de Chilliard, Y. si colab., 1999). La taurine, secventa regiunii
codificatoare prezinta o omologie de 96, 93, 88, 84 si 82% cu secventele de la ovine,
porcine, om, soarece si respectiv sobolan. Tesutul adipos exprima un transcript (ARNm)
de 3,1 kb la vaca (Chilliard Y. si colab., 1999) si 4,1 — 4,5 kb la ovine. La pasari, expresia
genei este 1intdlnitd si la nivel hepatic, unde este implicatd in lipogeneza

(www.inra.fr/Internet/Produits/PA). Nivelurile ARNm a genei ob sunt proportionale cu
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dimensiunile adipocitelor, acestea crescand odata cu cresterea rezervelor de grasime din
organism. Expresia genei ob este reglatd de insulind, glucocorticoizi si testosteron ( Ren,
M.Q. si colab., 2002).

Leptina este un hormon proteic, alcdtuit dinl67 aminoacizi (Zhang, Z. si colab.,
1994, citati de Friedman, J.M., 1998) sintetizat in principal de tesuturile adipoase si
secretata In sdnge. Se mai sintetizeaza in muschii scheletici, placenta si stomac. Leptina
isi exercita actiunea pornind de la nucleii ventro-mediani din hipotalamus unde se gaseste
o concentratie ridicata de receptori ai proteinei, denumiti ObR.

Cercetari efectuate de Satoh, N. (1999) citat de Yanagihara, N. si colab. (2005)
sugereaza faptul ca mecanismul de actiune al leptinei ar viza influentarea secretiei de
catecolamine (neurotransmitatori ce influenfeaza consumul de hrana) la nivel medular,
prin stimularea sistemului nervos simpatic. Existd o serie de studii contradictorii conform
carora la nivel medular leptina nu joaca nici un rol in eliberarea de catecolamine la om, in
timp ce la porcine aceasta ar stimula secretia (Yanagihara, N. si colab., 2005).

Studii recente arata ca pe langa hipotalamus, leptina actioneaza direct asupra unor
tesuturi situate Tnafara acestuia, in {esuturi periferice cum sunt, celulele B - pancreatice si
limfocitele T (figura 9).

Studiile initiate asupra mecanismelor prin care proteinele pot traversa bariera
hematoencefalica au concluzionat cd anumite proteine endogene cum sunt citokinele, pot
traversa aceasta bariera prin sistemul saturabil de transport sau prin difuzie
transmembranara (Banks W. A., si colab., 2004).

Traversand bariera hematoencefalica, se crede ca leptina circulanta transmite
informatii clare la nivel cerebral despre cantitatea de energie stocatd sub forma de tesut
adipos si activeaza centrii hipotalamici cu privire la consumul energetic si ingestia de
hrand (Hale H., si colab.,).Cercetarile inifiate pentru clarificarea acestui aspect au
concluzionat cd tesutul adipos este o glanda endocrina si au identificat leptina ca un
hormon pleiotrop ce afecteaza diferite organe si tesuturi din organism (Fruhbek si colab.,
1998). In completarea functiei de reglare a metabolismului grasimilor, leptina intervine in
fiziopatologia diferitelor maladii endocrine, legate de functiile: reproductiva,

hematopoietica, imuna sau adrenocorticoida.

51



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Schimbarile metabolice induse, au ca efect modificari indirecte la nivelul altor
functii endocrine(Houseknecht K., §i colab.,1998). Astfel, s-a determinat ca leptina
hormonilor steroizi - cu implicatii in angiogeneza si reglarea activitdfii glandei pituitare.

Leptina se poate gasi in ser, fie sub forma libera, circulanta, sau legatd de proteine.
Studii recente au aratat ca mutatii in gena care codifica leptina determind suprimarea
productiei acestui hormon, iar mutatiile din gena ce codifica receptorul leptinei suprima
efectul ei in tesuturile tinta. Toate aceste mutatii au fost asociate cu obezitati morbide atat
la rozatoare cat si la om. Tesutul adipos este un element major al obezitafii, implicat atat
din punct de vedere cantitativ (obez vs non-obez) cat si topografic in obezitate (dispozitia
androida in raport cu cea ginoida si tesut adipos visceral vs. tesut adipos subcutanat).
Totusi, tesutul adipos nu este doar o forma de stocare a energiei ci si un element activ
metabolic si secretor endocrin. Animalele adulte, inclusiv rozdtoarele si primatele, au in
organism un procent de 10-15% substantd grasa, In ceea mai mare parte stocatd sub
forma tesuturilor adipoase albe. O functie importanta a grasimilor este aceea de stocare a
energiei sub forma de trigliceride. Dupa hidroliza trigliceridelor in acizi grasi liberi si
glicerol, acizii grasi liberi pot fi utilizati ca sursa de energie sub forma de ATP.
Cantitatea de energie stocatd sub forma trigliceridelor este superioard celei stocate sub
forma de glicerol, fiind mult mai mare fosforilarea de tip oxidativ. Tesutul adipos secreta
hormoni, citokine si alte molecule, unite sub denumirea generica de adipokine, care
inafara efectelor locale, odata ajunse in circulatia sanguind influenteazd metabolismul
intregului organism (Arner P., si colab., 1997). Fiziologia tesutului adipos este foarte
complexd, metabolismul adipocitar fiind in legatura cu sinteza de citokine (TNFa-factor
necrotic tumoral si leptina) si numerosi factori adipocitari (Dahlman Karin si colab.,
2000).

In metabolismul lipidic intervin o serie de alti factori cum sunt enzimele:
lipoproteinaza — 1n metabolismul trigliceridelor, fosfoenolpiruvat carboxikinaza
(PEPCK), lipaza hormonosensibilda (LHS), care in conditiile unui necesar energetic

crescut, hidrolizeaza trigliceridele cu eliberare de monoglicerid lipaza, cu efect lipolitic.
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Excesul de tesut adipos visceral se asociazd cu rezistenta la insulind si complicatii
cardiovasculare.

O alta functie, cea secretorie a adipocitului, se referd la secretia de leptina cu rol in
controlul satietatii si a TNFa (implicat in apoptoza celulara, proliferarea si diferentierea
celulard, preinflamarea tumorala, precum si in replicarea virald) doua citokine implicate
in sindromul de insulinorezistenta. si interleukina 6 (IL-6). Conceptul ca factorii de
aparifia obezitafii, reprezintd faza abordarii clinice si terapeutice a obezitatii
(Katsilambros N. si colab., 2000).

Citokinele sunt peptide cu ajutorul carora celulele de aparare interactioneaza intre
ele in realizarea raspunsului imun, ele sunt sintetizate de toate tipurile de leucocite
(Vintila L, si colab.,2005).

Examinarea factorilor de mediu (regimul alimentar) in interrelatie cu fondul
genetic, poate contribui la Intelegerea mecanismelor prin care obezitatea ar reprezenta un
defect de comportament individual, fara baze biologice, si un punct de plecare in

eforturile de identificare a factorilor genetici implicati ( figura 9).
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Fig. 9. Interactiunea tesut adipos — leptind — sistem nervos si efectele acesteia
(dupa de Chilliard Y. si colab., 1999)
Fig. 9. The interaction adipous tissue — leptine — nervous system and their effects

(according to Chilliard Y. et al. 1999)

3.2.RECEPTORII LEPTINEI SIMECANISMUL DE ACTIUNE AL ACESTORA
3.2. LEPTINE RECEPTORS AND THEIR MECHANISM OF ACTION

Receptorul leptinei (ObR sau dupa unele notatii LR), face parte din receptorii ce
apartin familiei din Clasa I a citokinelor. Ei sunt prezenti in cel putin cinci izoforme
(ObRa, ObRb sau OBRL, ObRc, ObRd si ObRe) care au acelasi domeniu extracelular,
inregistrand diferente doar la nivelul terminatiei C (Ren, M.Q. si colab., 2002) si un
singur domeniu transmembranar; cu exceptia ObRe care nu are domeniu intracelular,
fiind un receptor putativ solubil (Yanagihara, N. si colab., 2000). Toti acesti receptori
posedd domenii intracelulare diferite (Tartaglia, L.A. si colab., 2005), citati de Igbal, J. si
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colab., 2000). Ei moduleazd expresia neuropeptidelor care regleazd sistemul
neuroendocrin la nivelul hipotalamusului, dar actioneaza si asupra hipofizei anterioare.

ObRa, ObRc si ObRd sunt receptorii ce detin un domeniu intracelular scurt. Ei au
rolul de transport al leptinei prin bariera sdnge — creier si de purificare a leptinei aflate in
circulatie.

ObRb posedd domeniul citoplasmatic lung si are rol esential in procesul de
convertire a semnalului intracelular de catre proteine cum sunt cele cu rol in convertirea
semnalelor si de activare a transcriptiei (STAT — signal transducers and activators of
transcription).

Niveluri ridicate ale acestui receptor se intdlnesc la nivelul neuronilor
hipotalamici, dar mai scazute in adipocite si celulele endoteliale vasculare.

In momentul de fatd se cunoaste profilul general al aminoacizilor ce alcituiesc

ODbRD atat la om, cat si la alte specii , iar secventa acestora se poate observa in figura 10.

Nr. Acces Secventa aminoacizilor

Access no. Amino acid sequences

U62124 |PE|T|F|QH|L|P F| I KH TE|SAT|FG|/PLLLE|PET ISEDISVDT
U43168 E Al V| |C

U49107 E T Al V|1 P E

Fig. 10. Comparatie intre secventa de aminoacizi a ObRb la ovine (U62124), om
(U43168) si soarece (U49107). Spatiile libere indica secvente de aminoacizi identice cu

cele ale speciei ovina (dupa Dyer, C.J. si colab., 1997)
Fig. 10. Comparison between the amino acid sequence of the ObRbD in sheep (U62124),

man (U43168) and mouse (U49107). The free spaces are indicating amino acid
sequences identical with sheep (according to Dyer, C.J. et al.1997)
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Studii efectuate de Igbal, J. si colab. 2000 la ovine indica prezenta ObR in
proportie de 27% la nivelul hormonilor corticotropi, 69% in somatotropi si 29% in
gonadotropi, situati n lobii distali ai hipofizei anterioare.

Prezenta ObRb 1n hipotalamus, hipofiza anterioard si tesutul adipos a fost pusa in
evidentd si de cercetdrile efectuate de Dyer, C.J. §i colab. 1997 la oi adulte
ovarectomizate si caror li s-au administrat ratii cu niveluri nutritive diferite (la discretie si
restrictionate). S-a constatat cd expresia ObRb este predominantd in hipotalamusul
ventro-medial, in zona despre care se cunoaste cd este implicatd in consumul de hrana.
Spre deosebire de cercetarile efectuate de Ren, M.Q. si colab. 2002 s-a inregistrat un
nivel mult mai mare al expresiei ObRb la nivelul hipotalamusului oilor hranite
restrictionat in comparatie cu cele hranite ad libidum, explicatd printr-o reglare bazala a
expresiel acestuia, realizata de catre leptind la ovinele hranite la discretie.

Cercetari efectuate de Ren, M.Q. si colab. (2002) citat de Carsai Crina si colab.,
(2005), asupra nivelului ARNm a genelor ce codifica leptina, comparativ, la taurine de
carne (Charolaise) si lapte (Holstein german) au demonstrat cd nivelurile acestuia in
hipotalamus nu au prezentat o diferentd semnificativa intre cele doud rase studiate( figura
11).

S-a emis ipoteza cd aceasta s-ar putea datora faptului ca, spre deosebire de
monogastrice, rumegatoarele au un metabolism energetic influentat in mare masura de
rolul important pe care il joacad fermentatia rumenald in sistemul lor digestiv.

Datorita faptului ca tuturor animalelor li s-au administrat ratii iIn conformitate cu
greutatea corporald si cerintele nutritive pentru productie, este exclusa influenta nivelului
nutrifional asupra expresiei hipotalamice a ARNm a ObRb. Aceasta este o constatare
experimentald cu totul diferitd de cele observate de Baskin §i colab., 1999, citati de Ren,
M.Q. si colab. 2002 la sobolan, unde expresia ARNm a ObRb in hipotalamus este

influentata de nivelul nutrifional.
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Fig. 11. Nivelurile ARNm ale ObRb la cele doua rase studiate
(dupa Ren, M.Q. si colab., 2002)
Fig. 11. The ARNm levels of the ObRbD in both studied breeds
(according to Ren, M.Q. et al. 2002)

Si la pasari (www.inra. fr/Internet/Produits/PA), a fost pus in evidenta receptorul
ObRD (figura 12). Ca si in cazul celorlalte specii, acesta apartine superfamiliei citokinelor
din Clasa L

In diverse studii s-au evidentiat interactiunile dintre leptina reziduurile de tirozina
(Y 986, Y 1079 s1 Y 1141) ce reprezintad elementele conservate dintre diferifi receptori ai
superfamiliei citokinelor, motivele enzimatice WSXWS cu rol in legarea hormonului si
zona de interactiune cu JAK (Janus — kinaza). Reziduurile de tirozina Y 986, Y 1079 s1 Y

1141 sunt implicate in activarea factorilor de transcriptie STAT.
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Fig. 12. Reprezentarea schematica a receptorului leptinei la pui

(dupa www.inra. fr/Internet/Produits/PA)
Fig. 12. The pattern of the leptine receptor in chicken

(according to www.inra.fr/Internet/Produits/PA)
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3.3.ACTIVITATEA SIROLUL LEPTINEI IN ORGANISM
3.3. LEPTINE ACTIVITY AND ITS ROLE IN ORGANISM

Leptina intervine 1n reglarea neuroendocrind a diferitelor functii (apetit, greutate
corporald si osteogenezd) a balantei energetice, in reglarea functiilor reproductive
(fertilitate) si a functiilor imune ale organismului (Rahmouni, K. si colab 2003).

La soarecii cu genotipul (ob/ob), incapabili de a sintetiza leptina, s-a constatat
obezitate morbida si ingestie crescutd de hrand (Woodside B., si colab.,1998). Injectarea
soarecilor cu leptina a dus la descresterea apetitului si respectiv a consumului de hrana si
o balantd energetica negativa, restabilirea gestatiei si lactatiei la femele si a functiei
reproductive la masculi.

Toate acestea au indicat cd leptina intervine in: reglarea cantitatii de grasime
depozitata de organism, reglarea apetitului si a balanfei energetice, controlul functiei
reproductive, controlul osteogenezei, fiind in legiturd si cu concentrafia sericd a
insulinei si glucozei (Friedman, J. si colab., 1998).

S-a demonstrat si rolul leptinei in reglarea instalarii pubertatii. Este bine cunoscut
faptul ca la femeile foarte slabe ovulatia este intreruptd, iar la adolescentele foarte slabe
pubertatea se instaleazd mai tarziu decat la cele cu greutate normala.

Toate acestea indica faptul ca tesutul adipos produce un semnal care regleaza
functia de reproductie.

Se presupune ci acest factor este leptina. In sprijinul acestor constatiri vin si
rezultatele experimentelor in care dupa tratamentul soarecilor cu leptind s-a inregistrat
maturarea timpurie a tractusului reproductiv la femele, urmata de accelerarea instalarii
ciclului estral si a capacitatii de reproducere (Chehab, F.F. si colab., 1997 , Ahima, R. §i
colab., 1997, Friedman, J. si colab., 1998).

S-a emis ipoteza conform cdreia leptina ar putea stimula secretia hormonilor
gonadotropi prin actiunea asupra anumitor neuroni hipotalamici, sau secretia de
gonadotropine de catre hipofiza anterioara  (figura 13).Avand astfel influenta
considerabila asupra functiei de reproductie, atat la animale, cét si la om (Bruneau, G. si

colab., 1999).
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Secretia leptinei de catre tesutiul adipos se realizeaza in mod pulsatil, similar
modului de secretie a hormonilor axei hipotalamo — hipofizare. De asemenea, s-a
demonstrat ca o crestere normala a testosteronului, la pubertate, la baietii tineri, apare ca
urmare a unei cresteri in secretia de leptind (Issad, T. si colab., 1998).

De asemenea, s-a constatat cd indivizi cu constitutie ectomorfd au leptina
circulantd preponderent sub forma legatd, in timp ce la indivizii obezi leptina este sub
forma libera, nelegata.

Nivelul leptinei la om este in legaturd directa cu pubertatea si cu sexul indivizilor,
acesta fiind de 2-3 ori mai mare la barbat decat la femeie.

Modificarile Tn masa tesutului adipos sunt in legatura cu nivelul circulant al
leptinei care poate varia intre 0,03 — 100ng/ml (Zanagiara N. si colab., 2000). Scaderea

masei adipoase duce la scaderea nivelului circulant al leptinei, in timp ce acumularea de

tesut gras in organism duce la cresterea concentratiei leptinei circulante (figura 13) .
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Fig. 13. Reprezentarea schematica a axei hipotalamo — hipofizo — gonadica
(dupa Issland, T. si colab., 1998)
Fig. 13. The pattern of the hypothalamo —pituitary — gonade axis a
(according to Issland, T. et al.1998)

Cercetari efectuate la taurine (Williams, G.L. §i colab., 2002) au demonstrat faptul

ca activitatea genei leptinei si concentratia sericd a leptinei cresc inainte de instalarea
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pubertatii la vifele, fenomen ce ar putea fi explicat prin capacitatea leptinei exogene de
astimula secretia LH.Leptina joacd un rol important si in sinteza glicogenului, transportul
glucozei si dispozitia lipidelor n muschi (Margetic si colab., 2002).

Cu cat adipocitele devin mai mari, cu atat va fi prezenta o cantitate mai mare de
ARNm a leptinei (Auwerx J., si Staels B., 1998; Masuzaki si colab., 1995), iar
concentraia de leptind circulantd perifericdA va fi mai crescutd. Leptina este intens
studiatd pentru rolul ei in obezitate si la reglarea apetitului (Ahima R., si Flier S., 1997).
Leptina intervine $i in comportamentul alimentar ,semnalul primit de la receptorii
tractului gastro —intestinal este trimis la creier, de nervii aferenti vagi, astfel leptina
controleaza productia de neuropeptide fiind vorba de reglarea unui comportament
alimentar de termen lung Leptina este produsd de adipocite si traverseaza bariera
hemato-encefalicd si se fixeazd de receptorul Ob-Rb la nivelul hipotalamusului.

Legatura dintre acest hormon al satietatii, care diminueaza senzatia de foame, va
controla productia de hormoni secretati de receptorii neuronali (NPY, AgRP,MCH,
POMC, CART) (Havel J. P., 1999). Soarecii homozigoti pe gena ob (ob/ob) sunt
subiectii experimentali pe care s-a descoperit leptina, ei sunt deficienti in leptina si
supraponderali. Atat deficienta in leptina cat si rezistenta la leptind — determinata de o
concentratie scazutd in receptor (la soarecii db/db defectivi in receptor al leptinei) se

caracterizeaza prin hiperfagie si scdderea cheltuielilor energetice.

3.4 FACTORII CARE INFLUENTEAZA PRODUCTIA DE LEPTINA
3.4. FACTORS INFLUENCING THE LEPTINE PRODUCTION

Existd o serie de factori ce au influentd asupra productiei de leptind. Cercetarile
(Chilliard Y. si colab., 1999) demonstreaza ca unul dintre cei mai importanti este nivelul
alimentar. Astfel, atat la rumegatoare, la rozdtoare cat si la om, o subalimentare conduce
la scaderea leptinemiei si la cresterea acesteia odatd cu administrarea unei alimentatii

normale.
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Prin stimulii nervosi determinati de lipemie si nivelul ARNm al leptinei in tesutul
adipos, trimisi la nivel hipotalamic, se creazd un mecanism de feed-back prin care este
reglat nivelul hormonului, prin mecanisme specifice de actiune ale sistemului nervos
vegetativ (Taniguchi Y., si colab., 2002). Administrarea GH conduce la cresterea
nivelului ARNm al leptinei in tesutul adipos, iar administrarea zeranolului (anabolizant
estrogen) conduce la scaderea acestuia (Raymond si colab., citati de Chilliard Y. si
colab., 1999).

Glucocortticoizii conduc la cresterea nivelului ARNm al leptinei in tesutul adipos,
iar insulina are efect indirect prin actiunea de potentare a influentei glucocorticoizilor
(Hardie w., §i colab., 1996 citati de Chilliard Y. si colab., 1999).

Desi leptinemia si insulinemia variaza in acelasi sens, datoritd corelatiei acestora
cu bilantul nutritiv si efectelor potentatoare ale insulinei, asupra hormonilor
glucocorticoizi, nu s-a putut stabili o legatura directa intre modul de variatie al acestora
(Saladin R., si colab., 1999 citati de Chilliard Y. §i colab., 1999).

S-a emis ipoteza influentei fotoperioadei (Chilliard Y. si colab., 1999; Bocquier.
F. si colab., 1998) asupra metabolismului tesutului adipos si a nivelului de exprimare a
genel leptinei. Acest efect este independent de nivelul ratiilor administrate si de nivelul
de ingrasare.

Factorii care regleaza productia de leptina la rumegdtoare si modul cum actioneaza

acestia sunt prezentati in figura 14.
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Fig. 14. Factorii care regleaza productia de leptina la rumegatoare

(dupa de Chilliard Y. si colab., 1999)

Fig. 14. Factors regulating the leptine production in ruminants
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3.5.CERCETARI PE PLAN MONDIAL PRIVIND NIVELUL DE EXPRESIE SI
POLIMORFISMELE GENEI LEPTINEI LA TAURINE
3.5. WORLWIDE RESEARCH CONCERNING THE LEPTINE EXPRESSION LEVEL
AND POLYMORPHISMS IN CATTLE

In identificarea expresiei unei gene se utilizeaza tehnica revers transcriptiei, o
metoda de determinare semicantitativa.

Aceasta tehnica, de 1nalta sensibilitate, a fost utilizata cu succes in determinarea
nivelului de expresie a genei leptinei in tesutul adipos, prin comparare cu expresia unei
gene menajere (housekeeping gene), care are nivel de expresie constant la fiecare individ.

Dyer, C.J. si colab. 1997 au izolat ARNm ce codificd transcriptul receptorului
ObRb pentru evidentierea produsilor reverstranscriptiei, generati de pe ARN total extras
din tesutul adipos, hipotalamus si hipofiza anterioara, tesuturile unde se gisesc acesti

receptori. Primerii folositi pentru aceasta cercetare au fost:

5> - CCGAAACRTTT CAG TTT ACGCATCT -3’
5> - CAA AAG CAC ACC ACTCTCTC -3’

Amplificarea s-a efectuat prin PCR, iar produsii de electroforeza au fost

vizualizati in gel de agaroza prin colorare cu bromura de etidiu (figura 15).
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+ 609bp

Fig. 15. Detectia ObRb prin RT — PCR (dupa Dyer, C.J. si colab.,1997)
Fig. 15. The ObRD detection by RT — PCR (according to Dyer, C.J. et al.1997)

Dimensiunea asteptatd a produsului PCR, a receptorului genei leptinei (ObRD),
este de 609 pb.

Determinari cantitative ale prezentei ARNm al genei leptinei in fesutul adipos fetal
prin reactia de revers transcriptie , la oile gestante, au fost realizate si de Yuen, B.S.J. si
colab., 1999.

ADNCc s-a obtinut prin revers transcripfia a 2 pg ARN total cu o secventa
hexanucleotidica, utilizandu-se kit-ul (La Roche) 18053-017 .

Fragmentul a fost amplificat prin PCR: in 26 de cicluri, 60 secunde la 94°C, 15
secunde la 53°C si 60 secunde la 72°C. A fost utilizatd enzima Taq polimeraza, iar

primerii aveau urmatoarea secventa:

5’ - GACATCTCACACACGCAG -3’
5> — GAGGTTCTCCAGGTCATT - 3°
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Produsii rezultati au fost supusi electroforezei si vizualizati prin colorare cu

bromura de etidiu ( figura 16).

Marker de greutate molecularda Leptina B-actina

Perechi de baze
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242
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147

111 & 110
87

34

Fig. 16. Produsii RT-PCR in gel de agaroza
(dupa Yuen, B.S.J. si colab., 1999)

Fig. 16. The RT-PCR products in agarose gel
(according to Yuen, B.S.J. et al. 1999)

Fiecare produs al genei leptinei, rezultat In urma revers transcriptiei a avut
dimensiuni de 190 pb, foarte apropiat de valoarea anticipata de 183 pb. (Yuen, B.S.J. i
colab., 1999). La ovine, s-a stabilit o corelatie pozitiva intre cantitatea relativa a ARNm
al genei leptinei din tesutul adipos fetal si greutatea corporald la oile mame aflate intre
ziua a 90-a si1 144-a de gestatie.

Ren M.Q. si colab. 2002, intr-un studiu privind evaluarea comparativa a
nivelurilor ARNm ale genei ce codifica leptina la taurinele de lapte, din rasa Holstein
german si taurinele de carne din rasa Charolaise, au determinat cu ajutorul RT-PCR

transcriptul genei ObRb la nivel hipotalamic, comparativ cu ARN ribozomal 18S .
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ADNCc s-a obtinut prin revers transcriptia a I pg ARN total, iar fragmentul a fost
amplificat prin PCR: 10 minute la 25°C, 10 minute la 42°C si 60 minute la 99°C. Pentru
amplificarea ADNCc a fost utilizatd enzima Taq polimeraza, iar primerii utilizati au fost:

5’ - CATCTCACACACGCAGTCCG -3’
5" — CTGCCGCAACATGTCCTGTA - 3°

Vizualizarea produsilor in gel de agaroza s-a realizat cu bromura de etidiu (figura
17), sunt reprezentati produsii receptorilor genei leptinei la rasele Holstein german si
Charolaisse, lucru evidentiat de Ren M. Q. si colaboratorii in 2002.
GH CHA

18S ARNr

ObRb

Fig.17. Produsii genei ObRb din hipotalamus la taurine din rasele Holstein german

si Charolaisse (dupa Ren M.Q. si colab., 2002)

Fig.17. The hypothalamus ObRb gene products in German Holstein and
Charolaisse cattle (according to Ren M.Q. et al.2002)

Identificarea expresiei genei receptorului leptinei ObRb 1in hipotalamus a
contribuit la intarirea convingerii ca hipotalamusul joaca un rol cheie in secretia leptinei.

Au fost efectuate studii (Smith, J.L. si colab., 2002) in vederea evidentierii
producerii de leptina si la nivelul celulelor epiteliale ale fesutului mamar la taurine.

ARNm a fost extras din tesutul mamar bovin si celule mamare bovine, aflate in

cultura si supus revers transcriptiei cu primerii:
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5’ — CACTACCATGGAGAAGGTGG - 3°
5’ - GTGGTTCACGCCCATCACA -3’.

Amplificarea s-a realizat prin PCR si vizualizarea produsilor s-a efectuat in gelul
de agaroza, dupa colorare cu bromura de etidiu.

Pentru stabilirea de corelatii intre concentratia leptinei circulante si caracteristicile
carcasel, s-au facut studii la doua loturi de vaci hranite asemanator Buchanan S., si
colab.,(2002).

Concentratia serica a leptinei a fost corelatd pozitiv cu grasimea intercostald (P <
0,001) (r =0,32), scorul de marmorare (r = 0,18), dar si cu sporul mediu zilnic (r =0,28).

Geary si colab., 2003, gisesc de asemenea, concentratia sericd a leptinei corelata
puternic cu compozitia carcasei dar si cu calitatea carcasei.

Intr-un studiu efectuat intre anii 2002 — 2003 in Belgia, a fost testatd influenta
regimului furajer si efectul rasei asupra productiei de leptina la rasele Blanc-Bleu-Belge,
Limousine si Angus. Regimul furajer utilizat (orz/porumb, sfecld) nu a avut o influenta
notabild asupra valorilor leptinei din plasma, dar nici asupra expresiei genei leptinei sau a
receptorului ei in tesutul adipos.

Sporul mediu zilnic la cele trei rase (grupate in doud loturi), hranite fiecare fie cu
orz, fie cu sfecla, a fost foarte apropiat. Rasa Angus a consumat o cantitate putin mai
mare de furaje si implicit indicele de consum a fost superior fatd de Blanc-Bleu-Belge si
Limousine.

Performantele la sacrificare au fost net superioare la Blanc-Bleu-Belge
(randamentul carcasei, procentul de musculaturd mai mare, iar procentul de tesut
conjunctivo-adipos mai mic) comparativ cu celelalte doua rase( Geary si col, 2003).
Carnea obtinuta de la rasa Blanc-Bleu-Belge a fost mult mai slaba decat la rasa Aberden-
Angus, la care continutul intramuscular in lipide este de patru ori mai mare. Procentul de
proteind din muschi urmeaza o evolutie inversd, fiind superior la Blanc-Bleu-Belge fata
de Limousine si Aberden-Angus (Klauzinska M. si colab., 2000).

Concentratia plasmaticd a leptinei a fost scazuta la Blanc-Bleu-Belge comparativ

cu celelalte doud rase, dar diferentele nu au fost semnificative. Expresia genei leptinei in
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tesutul adipos a fost insd foarte semnificativa la Blanc-Bleu-Belge (P < 0,01) fata de
celelalte doud rase. Acelasi lucru s-a constatat si in cazul receptorului leptinei.

Procentul de tesut conjunctiv si adipos si procentul de osatura este mai scazut la
Blanc-Bleu-Belge decat la Limousin sau Aberden-Angus. Nu s-au evidentiat diferente
notabile in ceea ce priveste continutul in colesterol al carnii intre cele trei rase (Geary §i
col, 2003.). Corelatia intre concentratia plasmatica si expresia genei leptinei a fost
pozitiva (r = 0,61), pe cand corelatia intre concentratia plasmatica a leptinei si receptorul
sau a fost foarte scazuta (r = 0,18).

Intre expresia genei leptinei si expresia receptorului siu s-a stabilit o corelatie
medie (r = 0,37). Pe de alta parte au fost efectuate §i masurdtori asupra carcasei.
Procentul de tesut adipos din carcasd si expresia genei leptinei sunt puternic si pozitiv
corelate (r = 0,75) la cele trei rase luate in studiu. Pe de alta parte, corelatia intre acelasi
caracter (procentul de tesut adipos in carcasd) si expresia receptorului genei leptinei nu
influenteaza prea mult compozitia carcasei (r = 0,36). Corelatiile intre diferite masuratori
ale leptinei (in tesut adipos sau plasma) si procentul de lipide intramusculare prezinta un
profil similar, stabilindu-se o corelatie slab pozitiva de r = 0,27 intre procentul de lipide
intramusculare si concentrafia plasmatica a leptinei, in timp ce acest procent are o
corelatie puternic pozitiva cu expresia genei leptinei in tesutul adipos (r = 0,61) si mult
mai slaba cu expresia receptorului (r = 0,30) in acelasi tesut ( Buchanan i colab., 2002).

Unii cercetdtori au gasit existenta unei legaturi intre leptina circulantd si
depunerile de tesut adipos la taurine (Konofort B., 1999) In experimentul realizat de
acestia la hibrizii Wagyu, comparativ cu taurinele continetale de rasa purd, au constatat
existenta unei variatii a concentratiei leptinei serice in functie de rasd. Legatura dintre
acumularea de lipide si leptina plasmatica poate fi consideratd ca parte a feed-back-ului
ce regleazd consumul de hrand, influentand performantele taurinelor si confinutul de
lipide din tesutul muscular (Wenger J. si colab. 2000).

In ceea ce priveste polimorfismele identificate la nivelul secventei nucleotidice a
genei leptinei ele pot fi asociate cu diferite caractere cantitative sau calitative cu o
deosebitd importanta economicd. Leptina a fost cartata la bovine pe cromozomul 4 (Stone

si colab.,1996), unele din polimorfismele din regiunea codificatoare a genei leptinei la
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taurine au fost asociate cu concentratia sericad de leptind (Leiffers S.C., si colab.,2003),
calitatea productiei de lapte (Leiffers S.C., si colab.,2002 , Oprzadek si colab.,2003), dar
si cu depunerile de grasime (Buchaman si colab.,2002, Nkrumah si colab. 2004) .

Polimorfismul 252 SNP, la nivelul regiunii codificatoare a genei leptinei a fost
asociat pozitiv cu consumul de hrand la bovine din rasele Charolaise si Holstein
(Lagonigro §i colab., 2003).

Desi polimorfismele genei leptinei au fost descrise la bovine (Pomp si colab.,
1997, Fitzsimmons si colab., 1998, Haegeman si colab., 2000), la fel ca si asocierile
acesteia cu depunerea de grasime la rasele de carne (Fitzsimmons §i colab., 1998), totusi
nu au fost inca efectuate multe studii legate de asocierile acestor polimorfisme la vacile
de lapte. Lindersson M. si colab. 1998, au identificat loci ai insusirilor cantitative (QTL
— Quantitative Trait Loci) asociati cu productia de lapte, in vecinatatea genei leptinei, la o
distantd de 82,8 cM. Ei au gasit alti QTL pentru calitatea productiei lactate (grasime si
proteind) la 65 si 85 cM de locusul leptinei iar la 62 si respectiv 95 cM, locii
microsatelitit BM 1500 si BM1501 microsateliti, nefiind insd stabilita transmiterea linkata
a acestora (Lien si colab. 1997) si (Stone R. §i colab. 1996).

Intr-un studiu efectuat la taurine, asupra genei leptinei, s- a evidentiat prezenta a
trei alele A, B, C si s-au gésit mai multe polimorfisme de tip RFLP, evidentiate cu
diferite enzime de restrictie (Sau3Al, Bsa Al, Kpn2). Aceste polimorfisme ale genei
leptinei controleaza mai ales insusirile carcasei, asociindu-se, la indivizii homozigoti AA,
, cu un consum sporit de hrand, in comparatie cu indivizii heterozigoti AB si AC
(Oprzadek, J. si colab., 2003) .

Intr-un alt studiu au fost evidentiate alte trei polimorfisme, de tip SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) abreviate: USAMS1, USAMS2 si USAMS3, localizate in
pozitiile 207 cu substitutia (C/T) , 528 cu substitutia (C/T) si 1759 cu substitutia (G/C),
din combinarea cdrora pot rezulta urmatoarele genotipuri: CC, CT, TT pentru USAMSI,
USAMS?2 si CC, CG, GG pentru USAMS3 .Alela T a fost asociata cu concentratia serica
de leptind, superioard la genotipurile TT si TC, comparativ cu genotipurile CC. Acest
polimorfism — USAMS?2, determinat de substitutia unei singure nucleotide din regiunea

promotor a genei leptinei de la bovine, a fost asociat atdt cu concentratia leptinei
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circulante cit si cu greutatea corporald, cantitatea de hrana ingerata, dar si cu alte
caractere importante la taurine, cum ar fi productia de lapte si compozitia laptelui, ceea ce
ar putea avea un impact pozitiv in selectia asistatd de markeri genetici la taurine
(Nkrumah, J.D. i colab., 2004).

Yang G. si colaboratorii sai (2007) au efectuat studii de asocieri dintre
polimorfismele genei leptinei , greutatea corporala si indici de marime corporald la
bovine indigene din China; indivizii cu genotipul homozigot BB, prezentand un spor
mediu zilnic superior si o greutate corporald mai mare decat indivizii cu genotipurile AA
s1 AB.

Polimorfismul genei leptinei a fost studiat la taurinele din rasa Holstein — Friza si
pe parcursul studiilor au fost 1inregistrate urmatoarele Insusiri: productia de lapte,
cantitatea de grasime, proteind §i lactoza, procentele de grasime, proteind si lactoza din
lapte, consumul de furaje, echilibrul energetic si greutatea in viu, in vederea stabilirii de
asocieri ( Leifers si colab., 2002).

Cu tehnica PCR-RFLP/ Sau3Al (Pomp i colab., 1997) si PCR-RFLP/ Hphl si
Sau3Al (Haegeman et al., 2000; Leifers si colab., 2002) st prin tehnica SSR
(microsateliti) (Fitzsimmons et al., 1998) au fost evidentiate frei polimorfisme la locusul
geneli leptinei.

Amplificarea a fost realizata prin PCR in volum final de reactie de 20-ul: MgCl,
1,5 mM, dANTP 200 uM, primer 0,3 uM, Tris HCl 10 mM si KC1 50 mM.

In cazul RFLPI, alela A nu este digerati de enzima de restrictie.

Polimorfismul RFLPI, este localizat in intronul situat intre primii doi exoni ai
genei leptinei si in exonul 2 al genei leptinei (Leiffers si colab., 2002). Reactia PCR
descrisa de ( Pomp si colab.(1997) nu conduce la rezultatele scontate datoritd artefactelor
benzilor care dau acest polimorfism, iar ultimele benzi, care au greutate moleculara
mica, nu sunt foarte bine vizibile in gelul de agaroza.

Polimorfismul RFLP 2 este situat in exonul 3 al genei leptinei (Haegeman §i
colab., 2000) si (Lien si colab., 1997) este produs de inlocuirea aminoacidului alanina cu
valina. Ambii aminoacizi apartin grupei aminoacizilor alifatici, dar valina este mai

hidrofoba.
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Datoritd faptului ca protocolul propus de Pomp si colab. nu a dat rezultate foarte

bune, au fost conceputi primeri noi de echipa Leifers si colab., 2002:

5-TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT-3';
5'-GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT-3’

Aceasta, a avut drept rezultat un produs PCR de 400 pb. Pentru reactia PCR a fost
utilizata Taq polimerazd 0,5 U si 50 ng/ul ADN. Conditiille PCR au fost urmatoarele,
denaturare la 94°C, 2 min, 35 cicluri la 94, 55 si 72°C (1 min fiecare) si extensie finala
la 72°C timp de 15 minute. Digestia produsului PCR cu 5 U din enzima Sau3 Al peste
noapte, la 37°C , a condus la obtinerea a doi produsi, unul de 100 pb, iar celalalt de 300
pb.

Haegeman si colab.2000, au propus si ei un protocol de evidentiere a
polimorfismului RFLP 2. Reactia PCR a fost realizatd cu 0,5 U Taq polimeraza si
aproximativ 100 ng ADN genomic. Conditiille PCR au fost urmatoarele: denaturare la
94°C, 2 min, 35 ciclurila 94 30 s, 55 1 minut si 72°C 30 s si extensie finala la 72°C timp
de 15 minute.

Digestia produsului PCR cu 5 U de enzimd Hphl la 37°C, peste noapte, a condus
la obtinerea a doi produsi, unul de 311 pb, iar celalalt de 20 pb. In urma reactiei PCR a
rezultat o banda artefact, care nu a interferat cu rezultatele obtinute, pentru ca nu a fost
digerata de enzima.

In cazul evidentierii polimorfismelor de tip microsatelit, primerii pentru locusul
BM1500, localizat in aval de codonul stop, au fost cei descrisi de Fitzsimmons si colab.
(1998). Dupa finalizarea reactiei PCR, la 1 ul produs PCR, s-au mai addugat: 0,5 ul
solutie tampon, 2 ul formamidd si 0,5 ul ladder M13. Probele au fost denaturate 2
minute la 95°C , iar apoi au fost pastrate in gheatd. Probele au fost migrate in gel de
poliacrilamida 6%, si apoi introduse intr-un secventiator ABI 373A timp de 1 h si 30 min.
Au fost detectate trei alele: de 136 pb (alela A), 144 (alela B) si 146 pb(alela C).

Frecventa alelelor obtinute cu ajutorul celor trei tehnnici este prezentata in tabelul 1.
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Tabelul 1
Frecventele genotipurilor celor trei markeri
(Fitzsimmons si colab., 1998)
Table 1
The frequencies of the genotypes of the three markers
(Fitzsimmons et al. 1998)
Genotipuri AA AB BB AC BC CC
Genotypes
RFLP1 0,813 0,185 0,002 X X X
RFLP2 0,581 0,329 0,090 X X X
BM1500 0,230 0,381 0,126 0,126 0,086 0,051

Veerkamp R. §i colab. (2000) au demonstrat existenta corelatiilor dintre echilibrul
energetic, productia de lapte si greutatea in viu la (taurine din rasa Holstein — Frizd) si
una dintre mutatiile de la locusul genei leptinei.

Cu ajutorul polimorfismului RFLP I s-a demonstrat cd vacile cu genotipul AB au
productia mai mare de lapte implicit si cantitdfi mai mari de proteind si lactoza in lapte.
Procentele de proteind si lactoza din lapte difera intre genotipuri, dar echilibrul energetic
nu este influentat de nivelul leptinei (Veerkamp R., 1995).

In ciuda productiei mari de lapte, la indivizii cu genotipul AB, evidentiat prin
RFLP 1, s-a inregistrat si tendinta de ingrasare S-a emis ipoteza conform careia aceasta
situatie s-ar datora unor niveluri scazute de leptind la acest genotip, care determina un
consum sporit de hranad si o cheltuiald micd de energie.

Lindersson si colab.(1998) au utilizat polimorfismele de tip microsatelit BM1500
st BM1501 pentru a testa daca acesti loci pot fi definiti ca loci QTL (Quantitative Trait
Loci), cu influente asupra productiei de lapte si linkati cu locusul obezitatii.

Desi nu au fost gdsite asocieri in acest studiu, autorii nu exclud posibilitatea
existentei Locilor Caracterelor Cantitative, ceea ce este confirmat si de faptul ca doi

microsatelifi sunt localizati la 2,5pb si 3,6 pb in aval de secventa codificatoare a leptinei
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si nu flancheaza polimorfismul RFLP I; datorita acestui fapt este limitata posibilitatea
identificarii efectului RFLP 1 asupra productiei de lapte (Ashwell M., si colab., 2004).

(Fitzsimmons §i colab. 1998) au stabilit asocieri intre microsatelitul BM1500 si
depunerea de grasime la taurine. In cazul markerului RM188 situat la 58,1 ¢M in amonte
de locusul leptinei, a fost identificata o asociere cu longevitatea taurinelor , dar nu si cu
insusirile productiei de lapte (Heyen si colab., 1999).

(Spelman si colab. 1999) au identificat o asociere a markerului TGLA116 cu
insusiri de conformatie exterioard, iar Van Tassell (1999) au detectat mai multi loci care
afecteaza insusirile productiei de lapte, dar a gasit si asocieri ale markerului BL21 dar
cu lungimea sfarcului .

(Schrooten §i colab.2000) au gasit o asociere intre durata gestatiei si markerii
TGLA159 si TGLA420 (17 cM), dar nu au fost gasite alte asocieri cu insusiri
functionale.

Nu este exclusd posibilitatea, ca gena responsabild de unele dintre efectele
detectate in mod uzual cu ajutorul acestor markeri, sa fie de fapt o gena strans linkata cu
gena leptinei si nu gena leptinei Schrooten si colab. (2000).

Studii efectuate la taurine de carne din rasa Aberdeen Angus (7Tessane C. si colab.,
2007) au urmadrit evidentierea polimorfismului la nivelul genei leptinei, datorita
importantei economice a acestei rase pentru Insusirile productiei de carne.

Odata cu identificarea markerilor genetici polimorfici, pentru gena leptinei se
identificd si rolul jucat de leptind in procesele de depunere de grasime, ceea ce va
conduce la progrese importante in controlul genetic al confinutului de grasime al carnii.

In acest fel, vor putea fi initiate si realizate programe de selectie ce vor utiliza
locusului genei leptinei ca marker molecular in vederea asigurdrii selectiei asistate de
markeri. In urma aplicarii acestor programe, va fi posibild obtinerea de indivizi cu o
carcasd mai slaba in care sa predomine fesutul muscular in detrimentul celui adipos si
carnea sa aiba continut scdzut de grasime in fibra musculara.

Pentru evidentierea polimorfismului genei leptinei la rasa Angus, a fost utilizata

metoda PCR — RFLP , iar primerii au fost urmatorii (7essane C. si colab., 2007).
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5'- GGCTGGACGCAAAGGGCAGAGT - 3
5" - CCCTGACGCCGCATTTCCCTA - 3’

Pentru reactia PCR a fost utilizatd 1 u/ Taq polimeraza, dNTP 125 M, 10 pmoli
din fiecare primer si aproximativ 100 ng/ u/ ADN. Conditille PCR au fost urmatoarele:
denaturare la 94°C, 2 min, 31 cicluri la 94, 58 si 72°C (30 s fiecare) si extensie finala la
72°C timp de 1 minut.

Digestia produsului PCR, cu Hinfl si BsaAl doua ore la 37°C. Mixul de restrictie a
continut 4 pl produs PCR 0,3 ul enzima, 1 pl de tampon specific si 4,7 pl apa.

La aceastd rasd a fost identificatda o mutatie la situsul PCR-RFLP/Hinfl, fiind
identificate doud alele. Alela A a fost atribuitd unui fragment de 170 pb si alela B
reprezentatd de doua fragmente, cu lungimi de 81pb si respectiv 89 pb.

Produsul PCR a fost evidentiat si vizualizat in gel de agaroza dupa colorare cu
bromura de etidiu. Dupa determinarea genotipurilor au fost calculate frecventele alelelor
care sunt redate in tabelul 2.

Tabelul 2
Frecventa alelelor A si B (Tessane, C. si colab., 2007)
Table 2
The frequency of the alleles A and B (Tessane, C et al. 2007)

Alela Frecventa Frecventa Frecventa
Allele superioara Inferioara Medie
Superiour Low frequency | Average frequency
frequency
A 0,44 0,47 0,45
B 0,56 0,53 0,55

Rezultatele obtinute in urma experimentelor efectuate pe taurine de carne din rasa

Angus au relevat necesitatea efectudrii unor studii mai aprofundate care sda includa
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comparatii intre polimorfismele, identificate la nivelul genei leptinei §i concentratiile
leptinei in serul sanguin.

Experimente efectuate de catre cercetdtori chinezi (Yang, G. D. si colab., 2007),
pe sase rase autohtone de taurine, au urmarit studiul polimorfismului la locusul genei
leptinei, cu ajutorul tehnicii PCR — SSCP, precum si stabilirea de asocieri intre
polimorfismul acestei gene si indicii de greutate si dimensiune corporald. Produsul PCR
de 330 pb, a fost amplificat si apoi supus tehnicii de secventiere. Pentru rasele analizate
au fost identificate urmatoarele frecvente ale alelelor A/B: 0,558/0,442; 0,492/0,508,;
0,571/0,429; 0,658/0,342; 0,591/0,409 si 0,615/0,385.

In cazul indivizilor cu genotipurile BB, au fost identificati indici de masa
corporald, superiori pentru genotipurile AA si AB (lungimea corporald, greutatea
corporald, sporul mediu zilnic). Aceste rezultate au condus la concluzia ca, gena leptinei
ar putea fi consideratd gend candidata pentru anumite insusirile de conformatie- greutate
corporala.

Polimorfismul identificat la nivelul genei leptinei a fost determinat de substitutiile,

G - T inpozitia 66 bp
A - C 1inpozitia 67 pb
G - T inpozitia 299 pb.

Lusk J.L. (2007) a realizat un studiu ce a vizat stabilirea de asocieri dintre
polimorfismul punctiform de tip SNP, la nivelul genei leptinei, la taurine si Insusirile:
greutatea corporala si stratul de grasime.

Studii anterioare (Schenkel E. si colab. 2005) au demonstrat existenta unor
diferente legate de unele Insusiri ale carcaselor (greutate corporald, insusirile carcasei la
sacrificare), la taurine acestea fiind asociate cu polimorfisme de tip SNP ( polimorfismul
dat de o singurd nucleotidd ), de la nivelul genei leptinei.

Cu toate acestea, sunt necesare mai multe studii pentru a pune in practica strategii
de selectie pe baza asocierilor dintre SNP, de la nivelul genei leptinei §i anumite insusiri

ale carcasel.
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A fost investigat nivelul de asociere a 2 polimorfisme ale unei singure nucleotide
(UASMS2 si R25C), de la nivelul genei leptinei bovine, cu greutatea corporala si
grosimea stratului de grasime.Variatiile inregistrate la nivelul R25C- SNP nu au afectat
parametrii de crestere, in timp ce variatiile identificate la nivelul UASMS2/ SNP, au
afectat semnificativ greutatea corporala si grosimea stratului de grasime.

Polimorfismul R25C-CC/UASMS2-TT 1la taurine a fost asociat cu cea mai mica
grosime a stratului de grasime. Indivizii cu genotipul = R25C-CC/UASMS2-TT au
prezentat cea mai rapidd ratd de acumulare de grdsime, in timp ce indivizii cu
genotipul R25C-CC/UASMS2-CC aveau cea mai redusa rata de crestere (Schenkel, E. si
colab. 2005).

Identificarea genelor candidat, asociate cu diferiti loci ai caracterelor cantitative
pentru productia de lapte si carne, reprezinta un mijloc de a promova criterii de selectie
mai eficiente in sectorul de crestere a animalelor.

Gena leptinei a fost studiatd mult in ultimii ani, mai ales la vaca, si a fost
considerata a fi o gend candidat pentru productia de lapte si carne (Nkrumah si colab.,
2005).

Nivelul leptinei circulante si al ARNm al leptinei, in fesutul adipos, au fost
corelate cu greutatea corporald, consumul de hrana, statusul nutritional si masa de tesut
adipos, la oameni si animale (Larsson H., si colab., 1998, Delavaud si colab., 2002).

Polimorfismele din regiunile codificatoare ale genei leptinei la vaca au fost
asociate cu concentratiile de leptina provenitd din serul sangvin (Leiffers si colab., 2003),
consumul de hrana (Leiffers si colab., 2002, Oprzadek si colab., 2003), cantitatea de lapte
(Leiffers si colab., 2002, Buchanan si colab., 2003) si grasimea corporala (Buchanan §i
colab., 2002, Nkrumah si colab., 2004).

Polimorfismele identificate la nivelul secventei nucleotidice a genei leptinei pot fi
asociate si pot anticipa diferite caractere cantitative sau calitative cu o deosebitd
importantd economica.

Trei noi SNP-uri, UASMS1, UASMS2 si UASMS3 localizate in pozitiile 207
(substitutie C/T), 528 (substitutie C/T), respectiv 1759 (substitutie C/G) in regiunea

promotorului genei leptinei bovine, au fost identificate de catre Nkrumah si echipa sa
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(2005), fiind efectuate studii de asocieri cu concentratia leptinei circulante, cresterea
corporald, consumul de hrana si dimensiuni ale carcasei.

Polimorfismul din pozitia 252 de tip SNP la nivelul regiunii codificatoare a genei
leptinei a fost corelat pozitiv cu consumul de hrand la bovinele din rasele Charolaise si
Holstein. (Lagonigro si colab., 2003).

Schenkel si colab., 2005 semnaleazd prezenta unor polimorfisme diferite ce au
fost identificate la nivelul secventei nucleotidice a genei leptinei bovine E2FB (Buchanan
si colab., 2002), E2JW (Lagonigro si colab., 2003) la nivelul exonului 2 si UASMSI,
UASMS?2 si UASMS3 (Nkrumah i colab., 2005) in regiunea promotorului genei
leptinei.

Produsul PCR rezultat in urma utilizarii primerilor specifici PCR-RFLP, a fost
digerat enzimatic cu enzimele de restrictie Hinfl si Bsal, polimorfismele la nivelul genei
leptinei fiind determinate cu aparatul ABI 377 DNA. Sequencer Analyzer si programul
Genescan 672, fiind astfel combinata tehnica microsatelitilor cu tehnica PCR-RFLP;
polimorfismele identificate au fost asociate cu caracteristici ale carcasei (7essanne si
colab., 1999).

Identificarea unor markeri polimorfici la nivelul genei leptinei ar putea influenta
favorabil studiile genetice pentru determinarea rolului leptinei in organism.

La locusul genei leptinei au fost studiate pana in prezent prin tehnica PCR -RFLP
cu ajutorul enzimelor de restrictie Sau 341 s1 BSA Al alelele A, B, C (Oprzadek si colab.,
2003), siprin SNP alelele G si T cu ajutorul enzimelor de restrictie SAU 341, Kpn 2 §i
Hinf' I (Nkrumah si colab., 2005).

Polimorfismele la locusul genei leptinei au fost identificate prin tehnica PCR-
RFLP cu ajutorul enzimei BSA Al si au fost asociate cu conversia hranei, cresterea si
calitatea carcasei la indivizi din rasa Baltatd alb cu negru. Alelele genei leptinei, A, B si
C au aparut in populatia studiata cu o frecventd de 0,85, 0,07, respectiv 0,08, indivizii
homozigoti AA prezentand o greutate superioara a carcasei celorlalfi indivizi (Oprzadek,
2003).

Lien si colab., 1997 intr —un studiu la rasele de taurine din Norvegia , au

identificat polimorfismul genei leptinei situat in intronul 2 si exonul 3 al genei leptinei
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prin SNP prin substitutia de tip, G —A. Amplificarea unui fragment de 522 pb din gena
leptinei s-a facut in urmatoarele conditii de reactie pentru 25 pl volum final, 100 uM
dNTP mix,10 pmol din fiecare primer, 2,5ul 10x PCR Buffer, 1 unitate 7Tag ADN
Polymeraza, 80 ng ADN taurine. Ciclul termic a fost urmatorul, denaturarea 5 min la
94°C , 35 cicluri (94°C timp de 15s, 64°C timp de 30 s ,72°C un minut) si extensia finala
72 °C 5 minute. Produsul PCR a fost 522 pb a fost restrictat cu S5U enzima de restrictie
Bsa Al si termostatat la 37 ° C peste noapte. In urma digestiei ezimatice in gelul de
agarozd 2 % se vor observa urmatoarele profile: pentru genotipul AA se va obfine un
singur fragment de 522 pb, pentru genotipul GG se vor obtine fragmente de 441 si 81 pb,
iar pentru genotipul GA se vor obtine fragmente de 522, 441 si 81 pb.

Primerii utilizati au avut urmatoarea secventa:

5'- GTCGGAGGCAAGGGCAGAGT - 37
5" - CCACCACCTCTGTGGAGTAG- 3’

Polimorfisme de tip SNP la nivelul genei leptinei bovine au fost studiate de
(Buchanan si colab.2002, Fitzsimmons si colab. 1998 si Nkrumah si colab. 2005); unele
din polimorfismele la locusul genei leptinei au fost asociate cu cantitatea grasimii din
carcasd (Fitzsimmons si colab., 1998), cantitatea de carne slaba si frigezimea carnii
(Schenkel si colab., 2005), cantitatea si calitatea camii (Kononoff si colab., 2005),
consumul de hrana si sporul mediu zilnic (Nkrumah si colab., 2005) citati de Lusk ,
2007.

Asocieri dintre genotipurile genei leptinei, greutatea corporald si stratul de
grasime dorsald, reprezintd o modalitate de a identifica animale distincte genetic si de a
optimiza regimul de hranire in concordanta cu acestea, validarea unor astfel de metode
reprezentdnd o potentiala aplicatie in utilizarea informatiei genetice in selectarea
animalelor pentru perfectionarea deciziilor de marketing.

Alela T este asociata la bovine cu un continut ridicat de grasime in carcasd, iar

alela C cu un continut redus de grasime (Buchanan si colab., 2002).
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De asemenea s-au efectuat studii pentru determinarea polimorfismelor genei
leptinei si la alte specii, cum sunt porcinele, care au condus la identificarea
polimorfismului Xbal, localizat in pozitia 2845 a secventei genomice (Bidwell si colab.,
1997) si o substitutie de tipul A/T, polimorfismul BgAl, localizat in pozitia 3996, fiind o
substitutie C/T (Bidwell si colab., 1997), polimorfismul Hind Ill, cauzat de o substitutie
G/A, in pozitia 2728 (Savell J.W. si colab., 1998).

Kennes §i colaboratorii sai (2001) afirma ca este posibil ca polimorfismele din
pozitiile 2845 A -T s1 3469 T —C, sa fie markeri genetici, in legatura cu alte polimorfisme
in gena obezitdfii, cu efect asupra caracterelor de productie la suine, iar analizarea
polimorfismelor la nivelul genei leptinei la porcine prin tehnica PCR-RFLP, a dus la
identificarea polimorfismelor Mwol 1792 si Smal 5018 si 5410, genotipurile in aceste
pozitii fiind asociate cu caracteristici pretabile pentru productia unor preparate din carne.

Polimorfismele genei leptinei la om au fost asociate cu nivelurile scazute ale
leptinei circulante (Hager si colab., 1998), greutatea corporald de la nastere (Orbak si
colab. 2001) si obezitatea (Ohshiro si colab., 2000).
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PARTEA II: CERCETARI PROPRII
PART Il (PERSONAL RESEARCH)

CAPITOLUL 1V
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

CHAPTER IV
THE RESEARCH AIM AND OBJECTIVES

4.1. SCOPUL LUCRARII
4.1. THE AIM OF THE THESIS

Identificarea genelor candidat, asociate cu diferiti loci ai caracterelor cantitative,
pentru productia de lapte si carne, reprezinta un mijloc de a promova criterii de selectie
mai eficiente in sectorul zootehnic, in cresterea si exploatarea animalelor de ferma.

Utilizarea genei leptinei ca marker ar putea dezvolta studiile pentru determinarea
rolului leptinei in organism, iar asocierile dintre genotipurile genei leptinei, greutatea
corporald si stratul de grasime dorsal, reprezintd o modalitate de a identifica genotipurile
favorabile ale animalelor si de a optimiza regimul de hranire in concordanta cu acestea.

Scopul acestei teze de doctorat a vizat studierea urmatoarelor aspecte:
polimorfismele la locusul genei leptinei (genei obezitatii) la rasele de taurine Baltata
romaneascd si Bruna de Maramures, prin testarea a trei protocoale de genotipizare;
testarea si alegerea celei mai bune metode pentru obtinerea unui ADN extras din sange
in cantitate superioara si de calitate foarte bund; secventierea genei la acest locus in
vederea detectarii eventualelor mutatii aparute, a identificarea genotipurilor predispuse
la Ingrasare si a celor care produc carne de o foarte buna calitate (superioare calitativ din
punctul de vedere al fragezimii, suculentei, marmordrii), precum si identificarea alelelor

favorabile la acest locus.
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Validarea metodelor de testare a polimorfismelor si a celor de genotipizare si
implementarea lor in practica zootehnica de rutind, va putea constitui o potentiala
aplicatie a utilizarii markerilor genetici in selectarea animalelor pentru perfectionarea
deciziilor de marketing zootehnic.

Prelevarea probelor biologice si alegerea loturilor experimentale s-a realizat in
perioada 15.02.2005 - 30.11.2007.

Testele PCR si o mare parte a cercetarilor din cadrul temei de doctorat, au fost
realizate in laboratorul de Geneticd Animald al Universitdfii de Stiinte Agricole si
Medicina Veterinara Cluj-Napoca, iar o parte au fost efectuate si in laboratorul Progenus

S.A, Gembloux (Belgia).

4.2.0BIECTIVE METODOLOGICE ALE CERCETARII
4.2. METHODOLOGICAL OBJECTIVES

Tehnicile moleculare disponibile pentru studierea polimorfismului dintr-un genom
vizeaza descoperirea mutatiilor la nivelul situsurilor de restrictie prin tehnica PCR-RFLP
sau depistarea polimorfismelor punctiforme din regiunile genice sau intergenice,
denumite generic SNP. Aceste tehnici impreuna cu cele ale amprentelor genetice, fac
practic posibila localizarea si vizualizarea directd, la nivel molecular, atat a genelor
responsabile de fenogeneza unui anumit caracter calitativ (monogenic), cat si a
sectoarelor de ADN, denumite generic markeri moleculari, care delimiteaza anumite gene
majore sau anumiti loci cantitativi, prezenti in vecindtatea lor.

Alegerea unei tehnici in studierea polimorfismelor depinde de acuratetea
rezultatelor obfinute, reproductibilitate, costuri si echipamentele disponibile in laborator.
In cazul cercetirii noastre am ales studierea polimorfismelor de tip RFLP datorita

.....

costurilor relativ scdzute, existenta literaturii de specialitate mai bogate si a avantajelor
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date de aceasta tehnicd, furnizarea markerilor codominanti de tip RFLP ce pot fi urmariti
in descendenta, dar si a reproductibilitatii ridicate.

Tehnica PCR-RFLP se bazeaza pe modificarile unor secvente din ADN la nivelul
situsurilor de restrictie. De regula, aceste variatii sunt cauzate de mutatii punctiforme
(substitutia unei nucleotide cu alta), insertii sau deletii in interiorul situsului de restrictie.

In acest fel, enzima de restrictiec nu mai recunoaste situsul respectiv si nu mai
realizeaza scindarea. Variatia secventelor de tip RFLP, ne aratd de fapt, un polimorfism
de lungime a fragmentelor de ADN dupa tratare cu o enzima de restrictie si analiza
electroforetica a lungimii fragmentelor. Polimorfismele de tip SNP, caracterizeazd un
polimorfism punctiform prin detectarea mutatiilor, determinate de substitutia unei singure
nucleotide cu alta. Acest tip de polimorfism este cel mai frecvent intalnit, fiind
determinat fie de agenti mutageni chimici, fie de greselile din timpul replicarii ADN. Si
tehnica RFLP detecteazd polimorfismul datorat unei singure nucleotide, dar la nivelul
unui situs de restrictie. Diferenta intre SNP si RFLP este ca majoritatea acestor profile de
tip SNP nu sunt recunoscute de catre o anumitd enzima de restrictie.

Obiectivele acestei cercetdri au constat in alegerea unei tehnici adecvate de
studierea polimorfismelor in functie de acuratetea rezultatelor obtinute, reproductibilitate,
costuri si echipamentele disponibile in laborator, si studiul polimorfismului la locusul
genel leptinei, la indivizi proveniti de la doud rase de taurine autohtone ameliorate : rasele
Baltatd romaneasca si Brund de Maramures, testarea metodelor de extractic a ADN
pentru obtinerea unui ADN de calitate superioard folosit destinat testelor ulterioare;
testarea protocoalelor disponibile pentru studiile de polimorfism genic, de tip PCR/ RFLP
la locusul genei leptinei, care au fost ulterior optimizate, precum si studiul
polimorfismelor genice de tip RFLP-Sau 3AI, RFLP-Mbo I $i RFLP- Bsa Al, secventierea
genei leptinei pentru studierea polimorfismului din situsul de restrictie, unde nu s-a
realizat digestia enzimatica, cu enzima Sau 341

In acest scop, a fost intocmit planul experimental al cercetarii, luAndu-se in studiu
un efectiv de 152 capete tineret taurin, provenit de la doud rase de taurine autohtone
ameliorate : rasele Baltata romaneasca si Bruna de Maramures. Pentru realizarea

studiilor de polimorfism au fost testate mai intdi metodele de extractie a ADN pentru
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obtinerea unui ADN de calitate superioara. Ulterior au fost testate trei protocoale
disponibile pentru studiile de polimorfism genic, de tip RFLP la locusul genei leptinei,
care au fost ulterior optimizate.Cu ajutorul celor trei protocoale s-au studiat
polimorfismele genice de tip RFLP-Sau 3AI, RFLP-Mbo I si RFLP- Bsa Al. Deoarece
rezultatele cercetarii au fost diferite la cele doua rase pentru acelasi protocol, cel propus
de Leiffers si echipa lui, s-a recurs la secventierea genei leptinei pentru studierea
polimorfismului din situsul de restrictie, unde nu s-a realizat digestia enzimatica, enzima
de restrictie in cazul RFLP fiind enzima Sau 3AL

Clarificarea aspectelor legate de structura genetica la locusul genei leptinei, la
rasele de taurine Baltatd roméaneascd si Brund de Maramures, sunt premisele pentru
testarea de asocieri intre polimorfism si insusirile productiei de carne pentru stabilirea
genel leptinei ca marker in selectia asistata la nivel molecular, au constituit alt obiectiv al

cercetarilor.

4.3 IMPORTANTA CERCETARII
4.3. THE IMPORTANCE OF THE RESEARCH

La noi in tard, printre putinele studii efectuate asupra polimorfismului genei
leptinei la animale, sunt cele efectuate de Prof. Dr. Viaic Augustin la specia ovina, in
cadrul unui proiect de cercetare international, in care au fost determinate polimorfismele
de tip SNP la 37 de loci, printre care si polimorfismele din exonul 3 U43943 - 476G si
U43943 - 314G la rasa Turcand. Pe baza acestor polimorfisme s-a determinat diversitatea
genetica la locusul LEPI ca fiind egala cu 0, iar a alelelor rare nedetectata. Pentru locusul
LEP? diversitatea a fost 0,165, iar a alelelor rare - 0,089 (www.econogene.eu-Econogene
Consortium 2006, 2007).

Leptina este intens studiata pentru rolul ei in obezitate si in reglarea apetitului
(Ahima R., si Flier S., 1997). Leptina intervine si in comportamentul alimentar; semnalul
primit de la receptorii tractului gastro — intestinal este trimis la creier de nervii aferenti
vagi si astfel leptina controleaza productia de neuropeptide (fiind vorba de reglarea unui
comportament alimentar pe termen lung). Leptina este produsa de adipocite si traverseaza

bariera hemato-encefalica si se fixeaza de receptorul Ob-Rb la nivelul hipotalamusului.
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Legatura dintre acest hormon al satietatii, care diminueaza senzatia de foame, va
controla productia de hormoni secretati de receptorii neuronali (NPY, AgRP,MCH,
POMC, CART) (Havel J. P., 1999).

Rata crescuta a obezitafii in tarile dezvoltate se datoreazd in primul rand
consumului de alimente hipercalorice, reducerii metabolice oxidative a acizilor grasi si
cresterii metabolismului carbohidratilor, pe cand in tarile in curs de dezvoltare obezitatea
coexista alaturi de subnutrifie, care este asociata preponderent taliei scazute a indivizilor,
aceastd schimbare metabolicd nefiind Tncd complet elucidatd. De aceea, in studiul
obezitatii trebuie luati in calcul si alti factori decat cei alimentari, In primul rand cei
genetici.

Studiile efectuate pana in prezent au demonstrat ca la animalele domestice leptina
intervine in reglarea apetitului si a depozitelor de tesut adipos, a functiei reproductive,
dezvoltarea musculaturii, precum si in reglarea balantei energetice, motiv pentru care ne-
am propus studierea acesteia si la rasele romanesti de taurine, pentru elucidarea unor
aspecte privind polimorfismele la nivel genic si rolul pe care il are leptina asupra
caracteristicilor calitative ale carnii. Acest studiu trebuie sd clarifice o parte din
intrebarile pe care si le adreseaza astdzi lumea stiintificd referitoare la rolul acestei gene
in formarea depozitelor de tesut adipos si influenta produsului ei de sinteza - un hormon,
asupra unor nsusiri ale carcaseli.

Conform afirmatiilor lui Yang G., §i colaboratorii sai (2007) care au efectuat
studii de asocieri dintre polimorfismele genei leptinei, greutatea corporala si indici de
marime corporald la bovine indigene din China, indivizii cu genotipul homozigot BB au
prezentat un spor mediu zilnic superior si 0 greutate corporala mai mare decat indivizii cu
genotipurile AA si AB. Leiffers si colaboratorii in anul 2002 a demonstrat,ca
polimorfismele identificate la nivelul secventelor nucleotidice, mai exact la nivelul
exonilor si intronilor din gena leptinei pot fi asociate cu diferite caractere cantitative sau
calitative ale carnii, care prezinta importantd economica.

Prin ameliorarea taurinelor se urmareste marirea capacitdfii productive a raselor,
iar selectia se bazeaza in principal pe identificarea genotipurilor care corespund scopului

prin care se face ameliorarea pe baza performantelor de productie.
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Importanta economica si stiingificd a studierii speciei respective reiese din faptul
ca stabilirea genei leptinei ca marker ar putea influenta favorabil studiile genetice pentru
determinarea rolului leptinei In organism. Asocierile dintre posibilele genotipuri,
greutatea corporala si stratul de grasime dorsal, reprezinta o modalitate de a identifica
genotipurile favorabile si de a optimiza regimul de hrdnire in concordantd cu acestea,
deoarece pand in prezent in tara noastrd , specia bovind, respectiv rasele de taurine
Baltata romaneasca si Brund de Maramures nu au mai fost genotipizate la locusul genei

leptinei .

CAPITOLUL V
TESTAREA EFICIENTEI METODELOR DE EXTRACTIE ADN DIN
SANGE DE TAURINE

CHAPTER YV
TESTING THE EFFICIENCY OF THE DNA EXTRACTION
METHODS FROM CATTLE BLOOD

Pentru realizarea unei amplificari PCR de buna calitate, cantitatea si puritatea de
ADN trebuie sa fie adecvatd. Cantitatea de ADN matritd, adaugatd intr-o reactie PCR,
depinde de complexitatea ADN utilizat. In cazul organismelor cu genoame complexe,
cum este cel animal, a carui marime este de 3,3 x 10° pb, o matrita de 1 kb reprezinta doar
0,00003 % din cantitatea de ADN intratd in reactie. Prin urmare, pentru obtinerea
aceleiasi cantitdfi de produs PCR, de pe o matritda de ADN de 1 kb in cazul genomului
animal, este necesara o cantitate de aproximativ 1.000.000 ori mai mare decat in cazul
ADN plasmidial bacterian. Reactiile PCR cu o cantitate foarte micd de ADN matrita la
start vor avea si o cantitate redusa de produs PCR, in timp ce in reactiile cu cantitate de
ADN matritd in exces se vor produce si amplificari nespecifice. Pentru o reactie PCR

calculul cantitatii de ADN matritd care intrd in reactie porneste de la un optim de 10*
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copii ale genei {inta. Pentru reamplificarea produsului PCR se recomanda efectuarea unor
dilutii seriale cu concentratii cuprinse intre 1:10 si 1:10.000 (Cosier, 2007).

In acest studiu au fost testate mai multe metode de extractic a ADN care au luat
in considerare atat cantitatea matritei cat si puritatea ADN cu scopul de a alege metoda
cea mai eficientd atat in ceea ce priveste manopera utilizatd, calitatea si cantitatea
obtinuta, dar si eficienta acesteia. Pentru o reactiec PCR este suficienta o cantitate de ADN
cu o concetratie cuprinsa intre 50-100 ng/ul, insd pentru o reactie de secventiere sunt
suficiente cateva ng de ADN, dar de puritate superioara.

Deoarece in testele PCR- RFLP, efectuate pe ADN extras de la mai multe rase, in
cazul nostru ADN provenit de la doud rase autohtone ameliorate (Baltatda roménesca si
Brunad de Maramures), acelasi protocol nu a dat aceleasi rezultate pentru indivizi din rase
diferite, probabil datoritd unor mutatii punctiforme aparute la unele rase. Din acest motiv
a fost necesard secventierea genei, cu scopul evidentierii mutatiilor aparute in situsul de
restrictie. Astfel cd ne-a interesat in mod particular obtinerea unui ADN cu puritate mare
cuprinsd intre 1,8 si 2, necesar reactiei de secventiere si elimindrii artefactelor in

amplificarea PCR.

5.1. MATERIALE SIMETODE
5. 1.MATERIALS AND METHODS

5.1.1.Materiale biologice

5.1.1.Biological materials

A fost prelevat sange de la un efectiv total de 152 capete tineret taurin, de ambele
sexe, cu varste cuprinse intre, 12 luni si 20 luni, dintre care 88 capete sunt indivizi
proveniti din rasa Baltatd romaneasca si 64 capete indivizi provenifi din rasa Brund de
Maramures, tineret taurin, masculi si femele. Probele de sange au fost recoltate din sase
ferme din Transilvania, cuprinse in controlul oficial al productiilor si care continud sa fie
un valoros rezervor de gene. Aceste ferme au fost: S.C. Agrozootehnica (Seini,

Maramures), S.C. Livada (Satu Mare), Societatea Agricold Petresti (Satu Mare), S.C.D.P.
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Jucu apartindtoare Universitatii de Stiinte Agricole si Medicinda Veterinara (Cluj —
Napoca), doud ferme private din judetul Cluj - ferma Corujan (Floresti), ferma S.C.
Crisan (Gherla).

Materialul biologic utilizat a constat din sange, recoltat in conditii aseptice, din
vena jugulard cu ajutorul unor seringi cu ace groase care sa permitd penetrarea venei
jugulare. In acest scop, au fost utilizate si vacutainere pentru singele prelevat de la
indivizi proveniti de la rasele Béltata romaneasca si Bruna de Maramures.

Taxonomia. Regnul: Animalia; Subregnul: Chordata; Clasa: Mammalia; Ordinul:
Artiodactyla; Familia: Bovidae: Genul: BOS; Specia: Bos taurus.

Cele doua rase luate in studiu prezintd o serie de caracteristici specifice si anume:

Rasa Bruna de Maramures este o rasa mixta autohtond, care s-a format in
judetul Maramures, prin incrucisari dirijate ale raselor locale: Sura de Stepa si vaca de
munte — Mocanita, cu rasa Schwyz. Aria de raspandire este zona de deal - munte, din
nordul Ardealului, nordul Moldovei si Olteniei in intregime. Animalele au culoare brun —
cenusie. Greutatea corporald a vacii este intre 500-550 kg, iar a taurilor intre 700-850 kg.
Este o rasa rezistenta care valorifica bine furajele, cu o productie medie anuala de 5000 1
lapte si un procent mediu de grasime de 3,7 %. Ameliorarea rasei se face prin selectie si
incrucisari cu rasa Schwyz ( www.scholar google).

Rasa Baltatd roménesca, s-a format la inceput in Ardeal, apoi in Banat si
Bucovina, in jurul anilor 1860, avand la bazd rasa Sura de Stepd, prin absorfie cu rasa
Siemmental, importata din tarile vest europene. In prezent, aceasti rasa este rispandita in
Banat, Bucovina, Ardeal si in judetul Botosani. Animalele au culoare baltat alb cu galben
de diferite nuante, capul fiind de regula alb ca si picioarele, de la genunchi si jarete in jos.
Greutatea vacilor variazd intre 550-700 kg, a taurilor intre 840-920 kg. Este o rasa de la
care se obtine pe parcursul unui an, o productie de lapte de 6000 1, in conditii de furajare
normald, cu un procent mediu de grasime de 3,8 %. De asemenea, este recunoscuta si ca
o rasa bund producatoare de carne. Pentru ameliorarea acestei rase, se folosesc pentru

incrucisari, tauri din rasa Siemmental ( www.scholar google).
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5.1.2.Materiale chimice

5.1.2.Chemical materials

In aceasti categoric de materiale chimice intrd reactivii folositi in cadrul
protocoalelor de lucru pentru extractia ADN din sdnge in cadrul celor trei metode
utilizate in acest scop.

Pentru Metoda de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul manual
Wizard Genomic DNA Purification am utilizat urmatoarele materiale chimice existente
in kitul achizitonat de la firma Promega:

> solutia de liza celulara;
solutia de liza a nucleilor;
solutia de precipitare a proteinei;
izopropanol;
etanol 70%;
solutia de rehidratare a ADN

YV V. VYV VYV V

Materiale si consumabile :

> pipete (Eppendorf) cu volume reglabile de la 0,2-5 pl, 5-10 pl, 50-100 pl si
100-1000 pl;

> tuburi (Eppendorf) de 1,5 ml;

> varfuri de pipete de dimensiuni diferite (dimensiuni mari, medii §i mici), cu

volume de 0,2-5 pl, 5-10 pl, 50-100 pl s1 100-1000 pl;

> vacuutainere (Nordic Invest) cu volume de 4 ml cu anticoagulant de tipul
KL,EDTA;

> ace;

> seringi 4ml;

> alcool sanitar pentru dezinfectare.
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Pentru Metoda rapida de extractie a ADN din singe de taurine se folosesc
anumite materiale chimice, metoda nefiind bazatd pe utilizarea unui kit, solutiile trebuie

preparate in laborator, acestea sunt :

» solutie NE care contine - NaCl 10mM
- EDTA 10mM
-pH 7
» solutie A (50 pl) care contine -200 mM NaOH
» solutie B (50 pul ) care contine -200mM HClI,
-Tris HCI 100mM
-pH8,5,
- Tris-Hel (10 ml ) 1M
- HCl1 (1,67 ml ) concentrat
-H,O la volum final 100ml.

Materiale si consumabile :

» pipete(Eppendorf) cu volume reglabile de la 0,2-5 ul, 5-10 ul, 50-100 pl si

100-1000 pl

» tuburi (Eppendorf) de 1,5 ml

» varfuri de pipete de dimensiuni diferite (dimensiuni mari, medii $i mici), cu volume
de 0,2-5 ul, 5-10 pl, 50-100 pl si 100-1000 pl

vacuutainere (Nordic Invest) cu volume de 4 ml cu anticoagulant de tipul K,EDTA
ace

seringi 4 ml

alcool sanitar pentru dezinfectare

YV V V V V

apa sterila
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Pentru Metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine, cu kitul

Magna Pure LC DNA Isolation s-au utilizat urmatoarele materiale chimice existente in

kitul achizitonat de la firma La Roche:

Reactivii care se folosesc pentru extractia ADN din sange cu Kit MagNA Pure LC

DNA Isolation sunt urmatorii:

YV V V V V V

YV V V VYV ¥V V V VYV V V V V V V V VYV V

Wash Buffer 1 (100 ml)
Wash Buffer 11 (60 ml)
Lysis-Binding Buffer (100 ml)
Proteinaza K (100 ml)
Magnetic Glass Particles (MgPS) - ( 100 ml)
Elution Buffer 100(ml).

Materialele si consumabilele :
RNA/DNA Stabilization Reagent for Blood/ Bone Marrow - (La Roche)
MagNa Pure LC Reagent Tub (small) - (La Roche)
MagNa Pure LC Medium Reagent Tub 20 - (La Roche)
MagNa Pure LC Reagent Tub (large) - (La Roche)
MagNa Pure LC Tub Lid (small, medium) - (La Roche)
MagNa Pure LC Lid (large) - (La Roche)
MagNa Pure LC Reaction Tip (large) - (La Roche)
MagNa Pure LC Reaction Tip (small) - (La Roche)
MagNa Pure LC Sample Cartridge - (La Roche)
MagNa Pure LC Cartridge Seal - (La Roche)
MagNa Pure LC Processing Cartridge - (La Roche)
MagNa Pure LC Waste Bag - (La Roche)
MagNa Pure LC Tip Stand - (La Roche)
pipete (Eppendorf) cu volume reglabile de 100-1000 pl
tuburi (Eppendorf) de 1,5 ml
varfuri de pipete de dimensiuni 100-1000 pl

vacuutainere (Nordic Invest) cu volume de 4 ml cu anticoagulant K,EDTA
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seringi 4ml
ace

alcool sanitar pentru dezinfectare

YV V V VY

apa sterila

5.1.3 Aparatura utilizata

5.1.3.Equipment

- Agitator ultraturax (Helidolph)

- Aparat pentru produs gheatda (Brema)

- Autoclav (Raypa)

- Baie marina (Fisher Bioblock Scientific polystat)
- Balanta analitica (Schimadzu AW 320M)

- Containere Biohazard pentru deseuri (Brema)

- Deionizator de apa (Smeg WP 3000)

- Etuvda (Memmet)

- Hota pentru chimicale (Kottermann)

- Hota PCR (Steril)

- Microcentrifuge (Sigma 1-15)

- pH - metru (InoLab)

- Spectrofotometru UV-VISNano Drop ND-1000
- Robot MagNA Pure LC Instrument (La Roche)

- Vortex (Schimadzu).

5.1.4. Metode de extractie a ADN din singe
5.1.4. Methods of DNA extraction from blood

Pentru extractia ADN din sdnge de taurine am folosit trei metode de extractie,

metoda de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul manual Wizard Genomic DNA
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Purification, metoda rapida de extractie a ADN din sange de taurine, metoda
automatizatd de extractie a ADN din singe de taurine cu kitul Magna Pure LC DNA

Isolation. Toate cele trei metode au tehnici diferite de extractie a ADN din sange.

A. Metoda de extractie a ADN din singe de taurine cu Kitul manual Wizard

Genomic DNA Purification

Pentru extractia ADN cu aceastd metoda, se utilizeazd ca material biologic 300ul
de sange de taurine si se folosesc urmatoarele solufii de extractie, cuprinse in kit, dupa
cum urmeaza: solutia de liza celulara si de liza a nucleilor, solutia de precipitare a
proteinei, izopropanol, etanol 70%, solutia de rehidratare a ADN, pe parcursul mai multor
etape si cu utilizarea unor materiale si consumabile specifice acestor metode descrise
anterior. Pe parcursul aplicarii metodei se folosesc anumite materiale si solutii descrise in
protocolul de extractie.

Etapele extractiei ADN din sdnge cu aceastd metoda sunt urmatoarele:

Etapa I. Liza celulara

» 300 pl sange se pun intr-un tub Eppendorfde 1,5 ml;

» se adauga 900 pl solutie de liza celulard si se amesteca prin rasturnare apoi se
incubeaza 10 min la temperatura camerei;

» se centrifugheaza la 13000xG, 20 secunde;

» se indeparteaza supernatantul si apoi se vortexeaza timp de 20 secunde;
Etapa II. Liza nucleilor si precipitarea proteinelor

» se adaugd 300 pl solutie de liza a nucleilor si se amesteca prin rasturnare;

» se adauga 100 pl solutie de precipitare a proteinelor si apoi se vortexeaza 20
secunde;

» se centrifugheaza la 13000XG, 3 minute;

» se transfera apoi supernatantul intr-un tub care contine izopropanol 300 pul si se
amesteca;
Etapa III. Precipitarea si rehidratarea ADN

» centrifugare la 13000XG,1 minut;
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» se indeparteaza supernatantul, se adauga etanol 70% - 300 ul si se centrifugheaza
la 13000XG, 1 minut;

» se aspird etanolul si se lasa la uscat 10-15minute;

» se rehidrateaza ADN-ul in volumul corespunzator de solutie de rehidratare timp de

o ori la 65°C sau peste noapte la 4°C.

B. Metoda rapida de extractie a ADN din singe de taurine

Aceasta este 0 metodad de extractie rapidd a ADN, din sange care se diferentieza
de celelalte metode utilizate prin aceea ca sangele care va fi supus extractiei ADN trebuie
sa fie proaspat recoltat. Daca nu sunt indeplinite aceste conditii, riscdim sd obfinem un
ADN de o calitate si cantitate inferioara, ceea ce conduce la imposibilitatea de a fi folosit
in testele PCR. Solutiile cu care se face extractia ADN se prepara direct in laborator cu
reactivi specifici. Se recolteazd 200 ul, sdnge din vena jugulara, de la indivizii

apartinand ambelor rase luate in studiu, Baltatd romaneasca si Bruna de Maramures.

Utilizarea acestei metode impune parcurgerea urmatoarelor etape:

A\

200 pl sange sunt pipetati intr-un tub Eppendorf

A\

se executa o spalare cu solutie NE care contine (10mM NaCl, 10mM EDTA, pH 7),
procedeul se repeta de trei ori , urmat de centrifugare la 14000 xG,10 secunde
eliminare supernatant

adaugare solutie NE si vortexare

indepartare NE dupa ultima spalare

adaugare 50 pl solutie A care contine (200 mM NaOH ) si vortexare

plasare intr-o baie de apa la 97°C timp de 15 minute

adaugare 50 pl solutie B care contine (200mM HCI, 100mM Tris HCI - pH 8,5, 10 ml
Tris-Hcl 1M, 1,67 ml HCI concentrat si HO pana la 100 ml).

YV V V V V V

C. Metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine
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Aceasta este una dintre metodele de extractie a ADN din sange, care ofera
rezultate foarte bune, atat in ceea ce priveste puritatea ADN dar si cantitatea lui. Aceasta
metoda, se diferentiaza de celelalte doua, prin faptul ca sangele recoltat trebuie congelat
in prealabil. Manopera este simpla deoarece necesitd doar introducerea singelui si a
consumabilelor in aparat, acesta efectuand extractia ADN, insd metoda este costisitoare.

Extractia se realizeaza in acest caz cu un aparatul MagNA Pure LC Instrument (La
Roche), iar toatd activitatea acestuia este monitorizata de un calculator care este prevazut
cu un soft special si in care sunt introduse toate protocoalele de lucru cu care acest aparat

lucreaza (figura 18).

Fig. 18. Robotul de extractie a ADN MagnaPure LC ( LaRoche)
Fig. 18. MagnaPure LC device for DNA extraction (LaRoche)

In prima etapa se alege din calculator tipul de protocol cu care dorim si lucram, in
cazul nostru am ales programul DNA Blood Cells High Performance, care permite
extractia de Tnaltd performantd, a ADN din sange.

Kitul de extractie utilizat este suficient pentru 192 de izolari, iar aparatul executa
cate o runda de 32 de probe .

Aceasta extractie se realizeaza in mai multe etape:
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1. Pregitirea aparatului si setarea softului. Aparatul este prevazut cu un soft
instalat pe calculator prin care acesta controleaza toate functiile pe care poate sa le
execute. Existd posibilitatea alegerii mai multor protocoale de extractie, cel ales de noi
este "DNA I Blood Cells High Performance” deoarece acest protocol este conceput in
asa fel incat sa se obtina un ADN de o puritate foarte mare, acest aspect fiind necesar
pentru reusita tehnicii PCR- RFLP dar si a secventierii ulterioare.

Tot in aceastd etapa se introduc datele privind numarul de ordine, numarul de
identificare a probei (numerele matricole), provenienta probei, aceste date primind un
corespondent fix din partea robotului pe parcursul miscarii efectuate de aparat, neexistand
posibilitatea amestecarii accidentale a probelor (figural9).

2. Dozarea reactivilor. Softul cu care este prevazut aparatul MagnaPure LC
calculeaza exact cantitatea de reactivi necesara, in functie de numarul de probe care sunt
procesate deodata. Aceste informatii sunt prezentate in ecranul de la startul rundei de
extractie (figura 20).

Reactivii care se folosesc pentru extractia ADN din sange cu Kit MagNA Pure LC
DNA Isolation au urmatoarele proprietati:

» Wash Buffer]l 100 ml pentru a indeparta inhibitorii;
» Wash BufferIl 60 ml pentru a indeparta proteinele si sarurile;
» Lysis-Binding Buffer 100 ml pentru liza celulara si legare ADN;
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Fig.19. Introducerea datelor in programul robotului de extractie a ADN MagnaPure LC
(La Roche)
Fig.19. Data introduction in ADN MagnaPure LC (La Roche)

Fig.20. Pagina de start a programului de extractie a ADN cu robotul Maga Pure LC
(La Roche)
Fig.20. The start page of the DNA extraction programme with Maga Pure LC device
(La Roche)

» Proteinaza K, diluata in 10 ml Ellution Buffer, are rolul de a digera proteinele;
» Magnetic Glass Particles (MgPS) suspension 100 ml, are rolul de legare a ADN;
» Elution Buffer 100 ml pentru eluarea ADN.

3. Adaugarea consumabilelor.
In pagina de start a extractiei, softul indici exact numarul de consumabile din
plastic pentru reactivi (tipsuri, cuvete, pungi) necesare, in functie de numarul de probe

care sunt procesate simultan (figura 21).
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Fig. 21. Adaugarea consumabilelor si a reactivilor in robotul MagnaPure LC (La Roche)

Fig. 21. Furiniture and reagents loading in MagnaPure LC device (La Roche)

4. Adaugarea probelor biologice. Probele biologice sunt reprezentate de sange
proaspat sau decongelat, in cantitate de 200 pl, care sunt introduse in robot, chiar Tnaintea
inceperil extractiei, pentru a se evita contaminarea lor.

Procesul de realizare a extractiei este complet automatizat. Deseurile rezultate din
procesul de extractie sunt colectate de aparat in pungi de plastic, prevazute special pentru
aceasta operatiune.

Dupa terminarea extractiei probele sunt tinute intr-o unitate de racire, cu care este
prevazut MagnaPure LC, pand in momentul in care acestea vor fi analizate la

spectrofotometru, dupa care se va realiza congelarea acestora.
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5.1.5. Metoda directa de determinare a puritatii si concentratiei ADN cu
spectofotometrul Nanodrop ND -1000
5.1.5. Direct method of DNA purity and concentration with

Nanodrop ND -1000 spectrophotometer

Pentru determinarea puritatii si concentratieci ADN se foloseste spectofotometrul
Nanodrop ND - 1000: Pentru a se putea afla concentratia ADN extras din probele de
sange, lucru importanta de in testele PCR , se pot utiliza doua metode si anume:

1. Metoda directa de determinare, care presupune masurarea densitdfii optice a
probei de ADN, la lungimea de unda 260/280 nm, pe un spectrofotometru, in
domeniul UV/VIS.

2. Metoda indirecta, presupune migrarea probei de ADN intr-un gel de agaroza 1 %
alaturi de un marker de greutate moleculard. Cantitatea de ADN se estimeaza in
functie de pozitia benzii in gel si de marimea ei.

Puritdtile si cantitatile ADN extras au fost cuantificate prin metoda directd, cu
ajutorul Spectrofotometrului (Nanodrop), la lungimea de unda 260 nm. Raportul obtinut
intre absorbantele A = 260/280 nm ne arata puritatea probei de ADN.

Nanodrop ND-1000 este un spectrofotometru, cu un spectru de masurare cuprins
intre 220-750 nm, care madsoara probe cu volum de 1lul cu o acuratete si o
reproductibilitate foarte ridicatd. Acesta utilizeaza o tehnologie performanta care implica
tensionarea suprafetelor pe care se realizeaza masurarea, pentru a refine proba. Acesta
inovatie elimind inconvienientul de a utiliza cuvete sau alte recipiente pentru a depozita
probele pe durata efectudrii masurdtorii §i de asemenea permite curatirea piedestalelor in
cateva secunde. De asemenea ND-1000 poate sia masoare probe foarte concentrate de
ADN fard a fi necesara dilutia probelor putandu-se masura astfel probe de 50 de ori mai
concentrate decat in cazul utilizarii unui spectrofotometru standard prevazut cu cuvete.
Nanodrop ND-1000 este controlat de un soft special care ruleaza de pe PC, iar datele
obtinute in urma masurdtorilor sunt stocate pe calculator.Cantitatea redusd de proba

necesard pentru efectuarea masurdtorii i usurinta manevrabilitatii fac ca spectofotometru
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NanoDrop ND-1000 si se preteze pentru mai multe determindri, analize $i masurari, cum
ar fi:

» determinarea concentratiei de acizi nucleici si a puritatii acestora pana la 3700
ng/ul(ADN bicatenar) fard a fi necesara dilutia;

analiza puritatii proteinelor(A280) pana la 100 mg/ml(BSA);

masurarea densitatii in culturi de celule;

analiza prin metoda Bradford a proteinelor;

analiza prin metoda Lowry a proteinelor ;

YV V. V VYV V

spectrofotometrie UV —VIS in general;

Determinarea puritdtii si a concentratiei de ADN din probd se realizeazd prin
masurarea absorbantei la 260 nm pentru determinarea cantitdtii de ADN. Absorbanta
masuratd la 280 nm indica cantitatea de proteine din probad, iar raportul 260/280 nm ne

indica puritatea probei de ADN.

Fig.22. Interfata spectrofotometrului in determinarea puritatii si a cantitatii de ADN
(Nanodrop ND 1000)
Fig.22. The interface of the spectrophotometer during identification of the DNA purity
and quantity (Nanodrop ND 1000)
Valorile situate in intervalul 1,8 — 2 (DO260/280nm) ne arata o puritate foarte
bund a probei in timp ce valorile peste 2 indicd contaminarea proteicd, iar cele sub 1

indica contaminarea cu ARN ( figura 22).
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5.1.6. Metode statistico-matematice utilizate in calcularea si interpretarea
rezultatelor

5.1.6. Statistico-mathematical methods used in results calculation and interpretation

Pentru testarea semnificatiei diferentelor dintre cele trei metode de extractie ADN
s-a utilizat testul “t’(STUDENT) ca metoda de prelucrare statistica ( programul WINSTAT
v.6.0.).

Au fost calculate initial mediile si parametrii dispersiei pentru cantitatile si
puritdtile ADN obtinute in urma extractiei realizata cu cele trei metode prezentate mai
sus utilizand datele brute ale cantitatii si puritatii ADN.

Analiza celor trei metode s-a recurs la compararea probelor si s-a testat
semnificatia diferentei dintre mediile a doud probe. In prezentul studiu, s-au comparat
mediile pentru cantitatile si puritatile ADN.

Se calculeaza initial:

X - media caracterului la nivel de proba,

s — deviatia standard la nivel de proba,

s~ eroarea standard a mediei,

V% - coeficientul de variabilitate .
Pe baza valorii ” t” se face in final compararea si testarea semnificatiilor dintre

probe.
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5.2. REZULTATE S$IDISCUTII
5.2. RESULTS AND DISCUSSIONS

5.2.1. Rezultate obtinute in cazul aplicarii metodei de extractie a ADN din singe de
taurine cu kitul manual Wizard Genomic DNA Purification
5.2.1. Results obtained when DNA extraction method with manual Wizard Genomic

DNA Purification kit was used

In cazul metodei de extractic ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic
DNA Purification, cuantificarea s-a realizat spectofotometric. Determinarea puritatilor si
cantititilor de ADN extras s-a realizat la rasa Baltata romaneasca din ferma Corujan
(Floresti). S-au obtinut valori medii ale cantitdfii si puritatiit ADN de 351,96 £ 76,81
ng/ul si respectiv 1,33 = 0,03 (tabelul 3).

Aceasta metoda de extractie a ADN din sange ofera rezultate bune in ceea ce
priveste calitatea si cantitatea ADN extras din sange.

Diferenta dintre aceastd metoda si celelalte, pe care le vom descrie in continuare
este cd ea prezinta avantajul ca sangele nu trebuie sa fie proaspat recoltat de la taurine, el
poate sa fie congelat cateva zile, serul trebuie sa fie bine separat de plasma dupa care sa
fie supus tehnicii extractiei ADN.

La prelucrarea datelor privind puritatile si cantitatile de ADN extras din probele de
sange, recoltate de la rasa Brund de Maramures, de la ferma S.C. Agrozootehnica Seini,
s-a obtinut o cantitate medie de ADN de 234,43 + 34,10 ng/ul cu o puritate medie de 1,16
+ 0,01 (tabelul 3).
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Tabelul 3
Mediile si parametrii dispersiei pentru cantitagile si puritatile ADN extras de la indivizi
din rasele Baltatd romaneasca (ferma Corujan Floresti) si Brund de Maramures
(S.C. Agrozootehnica Seini)
Table 3
The averages and dispersion parameters for quantities and purities of the DNA extracted
from Baltata romdneasca (farm Corujan Floresti) and Bruna de Maramures

(S.C. Agrozootehnica Seini) individuals

Insusirea n X + S+ S V%
Trait

Baltata romaneasca( ferma/farm Corujan —Floresti)

Cantitatea de ADN 5 351,96 + 76,81 171,76 48,80
DNA quantity
Puritatea ADN 5 1,33 + 0,03 0,07 5,87
DNA purity

Bruna de Maramures (S.C. Agrozootehnica Seini)

Cantitatea de ADN 17 234,43 + 34,10 140,63 59,99
DNA quantity
Puritatea ADN 17 1,16 + 0,01 0,08 7,10
DNA purity

Cantitatea de ADN si puritatea nu au prezentat diferente notabile la cele doua rase

de la care s-a recoltat sangele.
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5.2.2. Rezultate obtinute in cazul aplicarii metodei rapide de extractie a ADN din
sange de taurine
5.2.2. Results obtained when rapid DNA extraction method from cattle

blood was used

In cazul metodei de extractie rapidi a ADN, in urma cuantificarii si determinarii
puritdtilor si cantitatilor de ADN extras, de la rasele Baltata romaneascd si Bruna de
Maramures (S.A Petresti, judetul Satu-Mare), s-a obtinut o valoare medie a concentratiei
de ADN egala cu 209,79 £+ 13,65 ng/ul si o puritate medie de 1,46 + 0,02 (tabelul 4).

Pentru puritatile si cantitdtile de ADN extras din probele de sange recoltate de la
rasa Baltata Romaneascd, S.C.D.P. Jucu, judetul Cluj; s-a obtinut o valoare medie a
concentratiei de ADN egald cu 393,85 = 54,73 ng/ul si o puritate medie de 1,34 + 0,02
(tabelul 4).

Pentru puritatile si cantitdfile de ADN extras din probele de sange recoltate de la
rasa Baltata romaneasca, S.C. Crigsan din Gherla, judetul Cluj s-a obtinut o valoare medie
a concentratiei de ADN egala cu 185,72 &+ 28,79 ng/ul si o puritate medie de 1,42 = 0,04
(tabelul 4).

Aceasta este una dintre cele mai des utilizate metode in laboratorul nostru deorece
calitatea si puritatea de ADN obtinuta este foarte buna, metoda este pufin costisitoare si
manopera nu necesitd mult timp de lucru. Condifia esentiala pentru reusita extractiei

ADN este ca aceasta sa se efectueze in cel mai scurt timp dupa recoltarea sangelui.

105



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Tabelul 4
Mediile si parametrii dispersiei pentru cantitdtile si puritatile ADN extras de la indivizi
din rasele Baltatd romaneasca si Bruna de Maramures (ferma S.A.Petresti, judetul Satu
Mare, SCDP Jucu judetul Cluj si S.C.Crisan Gherla judetul Cluy)
Table 4
The averages and dispersion parameters for quantities and purities of the DNA extracted
from Baltata romdaneasca and Bruna de Maramures (farm S.A.Petresti, county of Satu

Mare, SCDP Jucu county of Cluj and S.C.Crisan Gherla county of Cluj) individuals

Insusirea n X + S+ S V%

Trait

Baltata romaneasca si Brunda de Maramures (S.A Petresti)

Baltata romdneasca and Bruna de Maramures (S.A Petresti)

Cantitatea de ADN
DNA quantity 60 | 209,79 + 13,65 105,77 50,42
Puritatea ADN
DNA purity 60 1,46 £+ 0,02 0,15 10,25
Baltata romaneasca, (S.C.D.P. Jucu, judetul/ county of Cluj)
Cantitatea de ADN
DNA quantity 15 | 393,85 + 54,73 211,96 53,82
Puritatea ADN
DNA purity 15 1,34 £+ 0,02 0,09 6,35
Baltata romaneasca (S.C. Crisan Gherla,judetul /county of Cluj)
Cantitatea de ADN
DNA quantity 21 | 185,72 + 28,79 131,93 71,04
Puritatea ADN
DNA purity 21 1,42 £+ 0,04 0,20 13,87
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5.2.3. Rezultate obtinute in cazul aplicarii metodei automatizate de extractie a ADN
din sange de taurine cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation
5.2.3. Results obtained when rapid DNA extraction method from cattle blood with
Magna Pure LC DNA Isolation kit was used

ADN obtinut prin extractie cu kitul MagnaPure LC este de foarte buna calitate, cu
o greutate moleculard medie de aproximativ 50 kb si nu prezintd urme de degradare. De
asemenea ADN obtinut este liber de contaminari cu ARN si proteine.

Acest lucru a fost demonstrat prin efectuarea unei electroforeze in gel de agaroza
s1 confirmat prin spectrofotometrie cu NanoDrop ND-1000.

Pentru puritatile si cantitdfile de ADN extras din probele de sange recoltate de la
rasa Bruna de Maramures, S.C. Agrozootehnica Seini s-a obtinut o valoare medie de
50,54 £ 15,16 ng/pl cu o puritate medie de 1,77 = 0,03 (tabelul 5).

Pentru puritatile si cantitdfile de ADN extras din probele de sange recoltate de la
rasa Brund de Maramures, S.C.Livada judetul Satu — Mare s-a obtinut o valoare medie
de 54,73 £9,09 ng/ul cu o puritate medie de 1,76 = 0,02 (tabelul 5).

Ceea ce se poate observa, din aplicarea acestor metode de extractie a ADN din
sange, este faptul ca puritatea ADN urmeaza o relatie invers proportionald cu cantitatea
de ADN. Metoda prezintd avantajul cd nu necesitd sange proaspat, acesta poate sa fie

utilizat si congelat (Carsai Crina si colab., 2006).
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Tabelul 5
Mediile si parametrii dispersiei pentru cantitdtile si puritatile ADN extras de la indivizi
din rasa Bruna de Maramures (judetul Maramures si judetul Satu-Mare)
Table 5
The averages and dispersion parameters for quantities and purities of the DNA extracted
from Bruna de Maramures (S.C. Agrozootehnica Seini, county of Maramures and S.C

Livada, county of Satu Mare)

Insusgirea n X + S+ S V%

Trait

Bruna de Maramures (S.C. Agrozootehnica Seini, judetul/county of

Maramures)

Cantitatea de ADN 17 50,54 £ 15,16 62,53 23,73
DNA quantity

Puritatea ADN 17 1,77 + 0,03 0,14 7,87
DNA purity

Bruna de Maramures (S.C.Livada, judetul/county of Satu — Mare)

Cantitatea de ADN 34 5473 = 9,09 53,00 16,85
DNA quantity

Puritatea ADN 34 1,76 + 0,02 0,13 7,37
DNA purity
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5.2.4. Analiza statistica a diferentelor dintre cele trei metode de extractie
ADN din sange
5.2.4. Statistical analysis of the differences between the three DNA blood extraction

methods

Dupa testarea eficientei celor trei metode de extractie ADN din sdnge (metoda de
extractie a ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic DNA Purification, metoda
rapida de extractie a ADN din sange si metoda automatizatd de extractie a ADN din
sange cu kitul Magna Pure Lc DNA Isolation), s-a trecut la analiza statistica, in vederea
evidentierii metodei de extractie ADN care da rezultatele cele mai bune, in ceea ce
priveste cantitatea si calitatea acestuia. Obginerea unui ADN, superior din punct de vedere
calitativ s1 cantitativ, este necesara pentru desfasurarea cu eficientd maxima a testelor
PCR pentru detectarea polimorfismului genei leptinei. In unele dintre aceste metode s-a
obtinut o cantitate mare de ADN, dar cu o puritate mica, iar altele o cantitate mica de
ADN, dar de puritate superioard. Utilizand datele prelucrate statistic, ale puritatilor si
cantitdtilor de ADN, prezentate in tabelele anterioare, am comparat cele trei metode de
extractie intre ele si anume: metoda de extractie a ADN din sange cu kitul manual
Wizard Genomic DNA Purification (M;) cu metoda rapida de extractie a ADN din sange
(M;) ; metoda de extractie a ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic DNA
Purification (M;) cu metoda automatizata de extractie a ADN din sange cu kitul Magna
Pure Lc DNA Isolation (M3) si metoda rapidd de extractie a ADN din sange ( M;) cu
metoda automatizatd de extractie a ADN din sange cu kitul Magna Pure Lc DNA
Isolation (M3) .

S-a testat semnificatia diferentelor dintre valorile medii a doua probe prin testul
testul “t” luand in calcul cantitatea si puritatea probelor de ADN extrase de la cele doua
rase. La prelucrarea statisticad a datelor, privitoare la cantitatile de ADN extras cu cele
trei metode de extractie, la cele doua rase luate in studiu, se constatd o diferenta foarte
semnificative statistic (+ 207,81 ng/ ul ; p <0,001) intre metoda de extractie a ADN din

sange de taurine cu kitul manual Wizard Genomic DNA Purification (M;) si metoda
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automatizata de extractie cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation (M3). De asemenea,
tot o diferenta foarte semnificativa statistic (+179,95 ng/ ul;p < 0,001) a fost inregistrata
si intre metoda rapida de extractie a ADN din sdnge de taurine (M;) si metoda
automatizatd de extractie cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation (M3) (tabelul 6).
Tabelul 6
Semnificatia diferentelor dintre valorile medii ale cantitatilor de ADN provenit de la
taurine (ng/pl) extrase cu ajutorul a trei metode
Table 6
The significance of the differences between the average values of the DNA quantities
from cattle (ng/ul) extracted with three methods

Metodele Media Diferenta GL t Semnificatia
comparate Abverage Difference Significance
Compared X +d
methods
M, 261,14
M, 233,28
116 0,789 ns
+27,86
M, 261,14
M; 53,32
+207,81 71 8,559 ok
M, 233,28
M; 53,32
+179,95 145 8,319 ek ok

ns —p > 0,05; *** - p <0,001
M, - metoda de extractie a ADN din sdnge de taurine cu kitul manual Wizard Genomic
DNA Purification/DNA extraction method with manual Wizard Genomic DNA
Purification kit

M, - Metoda rapida de extractie a ADN din sange de taurine/ rapid DNA extraction
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method

M; - Metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul Magna Pure
LC DNA Isolation/automatic DNA extraction method from cattle blood with Magna
Pure LC DNA Isolation kit

In ambele cazuri diferentele au fost pozitive, ceea ce semnifica faptul ca utilizarea
metodei de extractie a ADN din sange de taurine, cu kitul manual Wizard Genomic DNA
Purification, cat si a metodei rapide, asigura extractia unei cantitdti superioare de ADN,
comparativ cu rezultatele obtinute in cazul utilizarii metodei automatizate de extractie.

Diferente statistic nesemnificative (+27,86 ng/ ul; p > 0,05) au fost obtinute intre
metoda de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul manual Wizard Genomic DNA
Purification (M) si metoda rapida de extractie ADN (M;) (tabelul 6).

Diferente foarte semnificative statistic (p < 0,001) au fost inregistrate intre toate
valorile medii ale puritatilor ADN obtinute pentru cele trei metode, (M1), (M2) si (M3).

Cand comparatia s-a efectuat intre puritatea ADN, obtinuta in urma extractiei cu
kitul manual Wizard Genomic DNA Purification (M;) si cea a ADN obtinut, in urma
extractiei cu metoda rapida de extractie a ADN din sange de taurine (M;) precum si
metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul Magna Pure LC
DNA Isolation (Mj3), toate diferentele au fost in favoarea celor din urma, respectiv a
metodelor M, si M3 (tabelul 7).

Daca luam in considerare comparatia intre valorile medii ale puritatilor de ADN
obtinute in urma extractiei prin metoda rapida de extractie a ADN din sange de taurine
(M») si metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul Magna
Pure LC DNA Isolation (M3), diferentele au fost in favoarea ultimei metode (M3).Aceasta
sustine superioritatea tehnica a acestei metode si ne determina sa o recomandam pentru
practicile de laborator de geneticd moleculara, unde este necesar obtinerea de ADN de
puritate ridicatd, pentru testele PCR si secventiere. Aceastd metodd este adecvatd

scopului si datorita rapiditatii cu care se extrage ADN din sange.
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Tabelul 7
Semnificatia diferentelor dintre valorile medii ale puritdtilor de ADN provenit de la
taurine (A = 260/280 nm) extrase cu ajutorul a trei metode
Table 7
The significance of the differences between the average values of the DNA purities from
cattle (A = 260/280 nm) extracted with three methods

Metodele Media Diferenta GL t Semnificatia
comparate Abverage Difference Significance
Compared X +d
methods
M, 1,20
M, 1,43
-0,231 116 -6,505 ko
M, 1,20
M; 1,76
-0,560 71 -17,489 s sk 3
M, 1,43
M; 1,76
-0,329 145 12,713 sk
k- p <0,001

M, - metoda de extractie a ADN din sdnge de taurine cu kitul manual Wizard Genomic
DNA Purification/DNA extraction method with manual Wizard Genomic DNA
Purification kit

M, - Metoda rapida de extractic a ADN din sange de taurine/ rapid DNA extraction
method

M; - Metoda automatizata de extractie a ADN din sange de taurine cu kitul Magna Pure
LC DNA Isolation/automatic DNA extraction method from cattle blood with Magna
Pure LC DNA Isolation kit
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5.3. CONCLUZII PARTIALE
5.3. PARTIAL CONCLUSIONS

> In cazul metodei de extractic ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic
DNA Purification, in urma prelucrarii datelor privind puritatile si cantitatile de ADN
extras din probele provenite de la rasa Baltatd romaneascd, din ferma Corujan
(Floresti), s-au obtinut valori medii ale cantitatii si puritagiit ADN de 351,96 + 76,81
ng/ul si respectiv 1,33 + 0,03, iar la rasa Bruna de Maramures, ferma (S.C.
Agrozootehnica Seini), s-a obtinut o cantitate medie de ADN de 234,43 + 34,10 ng/pl
si o puritate medie de 1,16 =0,01.

» Aceasta metoda de extractiec a ADN din sange ofera rezultate bune in ceea ce
priveste calitatea si cantitatea ADN extras din sange. Diferenta dintre aceasta metoda
si celelalte doud, este cd ea prezinta avantajul ca sangele nu trebuie sa fie proaspat
recoltat de la taurine, el poate sa fie congelat cateva zile, serul trebuie sa fie bine
separat de plasmd, dupa care sa fie supus tehnicii extractiei ADN. Cantitatea si
puritatea de ADN nu a prezentat mari diferente intre cele doua rase luate in studiu.

> In cazul metodei de extractie rapida a ADN, in urma prelucrarii datelor privind
puritdtile si cantitatile de ADN, extras de la indivizi proveniti din rasele Baltata
romaneascd si Bruna de Maramures, S.A Petresti, judetul Satu-Mare, s-a obtinut o
valoare medie a concentratiei de ADN egald cu 209,79 + 13,65 ng/ul si o puritate
medie de 1,46 + 0,02.

»  La prelucrarea datelor, privind puritatile si cantitatile ADN extras cu aceeasi metoda
din probele de sdnge recoltate de la indivizii din rasa Baltatd romaneasca, (S.C.D.P.
Jucu, judetul Cluj ) s-a obtinut o valoare medie a concentratiei de ADN egald cu
393,85 £ 54,73 ng/ul si o puritate medie de 1,34 + 0,02, iar la rasa Baltata
romaneascd, (S.C. Crisan din Gherla, judetul Cluj) s-a obtinut o valoare medie a
concentratiei de ADN egald cu 185,72 £ 28,79 ng/ul si o puritate medie de 1,42 +

0,04. Aceasta este una dintre cele mai des utilizate metode In laboratorul nostru
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deoarece cantitatea si puritatea de ADN obfinuta este foarte buna, metoda este putin
costisitoare $1 manopera nu necesitd mult timp de lucru, metoda este folositd pentru
analize de rutina.

Probele de ADN obtinute prin extractie cu kitul MagnaPure LC automatizat, sunt
de o calitate, foarte bund cu o greutate moleculara medie de aproximativ 50 kb, nu
prezintd urme de degradare si sunt libere de contamindri cu ARN si proteine , iar in
urma prelucrarii datelor privind puritatile si cantitatile de ADN extras din probele de
sange recoltate de la rasa Brund de Maramures, S.C. Agrozootehnica Seini s-a
constatat o valoare medie de 50,54 + 15,16 ng/ul cu o puritate medie de 1,77 = 0,03,
iar la rasa Bruna de Maramures, S.C.Livada judetul Satu — Mare s-a obtinut o valoare
medie de 54,73 £ 9,09 ng/ul cu o puritate medie de 1,76 = 0,02 .

Metoda de extractie cu kitul Magna Pure Lc¢ prezintd avantajul ca sangele poate sa
fie congelat si vechi.

In urma analizarii comparative a acestor metode de extractie a ADN din singe, se
poate concluziona ca puritatea ADN urmeaza o relatie invers proportionala cu
cantitatea de ADN.

La prelucrarea statistica a datelor, privitoare la cantitatile de ADN extras cu cele
trei metode de extractic de la cele doud rase luate in studiu, in urma testarii
semnificatiei diferentelor prin testul ‘t”, se constata o diferenta foarte semnificative
statistic (+ 207,81 ng/ ul ; p <0,001) intre metoda de extractie a ADN din sange cu
kitul manual Wizard Genomic DNA Purification (M;) si metoda automatizatd de
extractie cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation (Mj). Tot o diferenta foarte
semnificativa statistic (+179,95 ng/ ul;p < 0,001) a fost inregistrata si intre metoda
rapida de extractie a ADN-ului din sange de taurine(M,) si metoda automatizata de
extractie cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation (M3) .

Diferente statistic nesemnificative (+27,86 ng/ ul; p > 0,05) au fost obtinute intre
metoda de extractie a ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic DNA
Purification (M;) si metoda rapida de extractie ADN (M,).

Diferente foarte semnificative statistic (p < 0,001) au fost inregistrate intre toate

valorile medii ale puritatilor ADN, obtinute pentru cele trei metode.
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» Daca luam in considerare comparatia intre valorile medii ale puritatilor de ADN
obtinute in urma extractiei cu metoda rapida de extractie a ADN din sange de taurine
(M>) si metoda automatizatd de extractie a ADN din sange cu kitul Magna Pure LC
DNA Isolation (M3), diferentele au fost in favoarea celei din urma metode (M3), ceea
ce sustine superioritatea tehnica a acestei metode si ne determind sa o recomandam
pentru practicile de laborator de genetica moleculara unde este necesara obtinerea de
ADN de puritate ridicatd necesard testelor PCR si secventierii. Aceasta metoda este

adecvatd scopului urmarit si datorita rapiditagii cu care se extrage ADN din sange.

CAPITOLUL VI
STUDIEREA POLIMORFISMULUI GENIC LA
LOCUSUL LEPTINEI

CHAPTER VI
THE STUDY OF THE GENIC POLYMORPHISM
AT LEPTINE LOCUS

Scopul acestui studiu a fost testarea si optimizarea a trei protocoale de
genotipizare la locusul genei leptinei, la taurine, protocoale utilizate de cercetatorii: Pomp
si colab., 1997, Leiffers si colab., 2002 si Lien si colab., 1997, care au studiat diferite
polimorfisme existente in exonii §i intronii existenti In gena leptinei prin tehnica PCR-
RFLP, utilizand enzimele de restrictie Sau3A41l, Mbol si Bsa Al. Cele trei protocoale au
fost testate pentru prima datd, in laboratorul de Genetica animala al Universitdtii de

Stiinte Agricole si Medicind Veterinarda, Cluj-Napoca.
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6.1. MATERIALE SIMETODE
6.1. MATERIALS AND METHODS

6.1.1. Materiale biologice

6.1.1.Biological materials

Materialul biologic este constituit din ADN provenit din sange prelevat de la
taurine din rasele Baltatd romaneasca si Bruna de Maramures. ADN care a fost extras,
cuantificat si stocat in conditii sterile, fiind depozitat la -20 °c, pe perioade mai lungi de

timp, pentru ca probele de ADN extrase sa fie de o calitate si cantitate superioara .

6.1.2. Materiale chimice

6.1.2.Chemical materials

Materialele chimice utilizate au fost reprezentate de reactivi, enzime si primeri,

utilizati pentru testele PCR, avand urméatorea provenienta:
Enzime

- Sau3Al— 5U/ ul (Promega)
- Mbol — 10U/ ul (Promega)
- BsaAl sau Ppu2l11- 10U/ ul (Fermentas)
- Tag DNA Polymerase- 10U/ ul (Promega)
- DNA Step Ladder 52 lanes(Promega)

Primeri sau amorse sens si antisens - ( Microsynth — Elvetia)
Reactivi si soluti
- Buffer(Promega)
- MgCl, (Promega)
- dNTP (Promega)
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- Apa sterila(Promega)

- Solutie TAE 50X (Tris HCI, Acid Acetic, EDTA)
- Solutie TBE 5X (Tris Hcl, Acid Boric, EDTA)

- Bromura de etidium (Promega)

- Fenol (Nordic Invest)

- Cloroform (Merk)

- Etanol absolut (Merk)

- Izopropanol (Merk)

- Seybr safe(Medist)

-Agaroza (Promega)

Materialele si consumabilele :

» pipete (Eppendorf Research) cu volume reglabile de la 0,2-5 ul, 5-10 pl, 50-100 ul si

100-1000 pl;

» tuburi (Eppendorf Research) de 1,5 ml;

» tuburi (Eppendorf Research) de 0,2 ml;

» varfuri de pipete de dimensiuni diferite (mari, medii si mici) , cu volume de 0,2-5 pl,
5-10 pl, 50-100 pl si 100-1000 pl;

» sticlarie de laborator , recipienti;

> stative;

6.1.3. Aparatura utilizata

6.1.3.Equipment

- Agitator ultraturax (Helidolph)
- Aparat pentru produs gheata (Brema)
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- Autoclav (Raypa)

- Baie marina (Fisher Bioblock Scientific polystat)
- Balanta analitica (Schimadzu AW 320M)

- Containere pentru deseuri (Biohazard)

- Deionizator de apa (Smeg WP 3000)

- Etuva (Memmet)

- Hota pentru chimicale (Kottermann)

- Hota PCR (Raypa)

- Microcentrifuge (Sigma 1-15)

- pH - metru (InoLab)

- Cuve pentru electroforeza orizontla acizilor nucleici (Fisher)
- Cuptor cu microunde (Sharp)

-Thermocycler - Mastercycler (Eppendorf)

- Sistem video de achizitie si prelucrare a imaginii (Alpha Inotech 200)
- Vortex (Bioblock)

- Centrifuga (SIGMA 1-15)

- Bidistilator apa( GFL 2104)

- Sistem de fotodocumentare (Vilber Lourmat E-BOX 1000/20M)

- Aparat Real Time PCR (Biorad)

6.1.4. Metode de testare si optimizare a unor protocoale de genotipizare in vederea

studierii polimorfismelor la locusul leptinei

6.1.4. Testing and optimization methods of genotyping protocols with the aim of
studying the polymorphisms at leptine loci

Principul tehnicii PCR-RFLP se bazeaza pe modificarile unor secvente din ADN

la nivelul situsurilor de restrictie. De reguld, aceste variatii sunt cauzate de mutatii
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punctiforme (substitutia unei nucleotide cu alta), insertii sau deletii in interiorul situsului
de restrictie. In acest fel, enzima de restrictie nu mai recunoaste situsul respectiv si nu
mai taie. Variatia secventelor de tip RFLP, ne arata de fapt, un polimorfism de lungime a
fragmentelor de ADN dupa tratare cu o enzima de restrictie si analiza electroforetica a
lungimii fragmentelor. La generarea markerilor de tip RFLP contribuie doud surse de
variatie: (1) prezenta sau/si absenta situsurilor de restrictie, ce va determina numarul de
fragmente generate, (2) lungimile diferite cauzate de insertii sau deletii intre situsurile de
restrictie. Restrictia fragmentelor poate fi facuta prin digestia produsilor de amplificare
dintr-o reactie PCR sau, prin restrictia intregului ADN genomic si hibridare cu sonde
marcate radioactiv (in cartare).

Polimorfismele de tip SNP caracterizeazd un polimorfism punctiform prin
detectarea mutatiilor determinate de substitutia unei singure nucleotide cu alta. Acest tip
de polimorfism este cel mai frecvent intalnit, fiind determinat fie de agenfi mutageni
chimici, fie de greselile din timpul replicarii ADN.

Prin aceasta tehnica pot fi evidentiate diferentele de secventa existente intre alele,
cum ar fi de exemplu substitutia A in T (AAGGCTAA in ATGGCTAA). Pentru ca o
variatie de secventd sa fie considerata SNP, ea trebuie sa apard cu o frecventa de pana la
1% 1n populatie, ceea ce semnificd aparitia mutatiei la fiecare 100 pana la 300 perechi de
baze din totalul de perechi de baze. In mod similar tehnica RFLP detecteazi
polimorfismul datorat unei singure nucleotide, dar la nivelul unui situs de restrictie.
Diferenta intre SNP si RFLP este ca majoritatea polimorfismelor de tip SNP, nu sunt
recunoscute de catre o anumita enzima de restrictie (Cogier Viorica, 2007).

Polimorfismele existente la locusul genei leptinei pot sa fie detectate in introni si
in exoni. Exonii sunt secvente de nucleotide care codificd aminoacizii din proteine, iar
intronii sunt secvente de nucleotide care nu codificd aminoacizi.

In prezentul studiu ne—am propus testarea si optimizarea a trei protocoale de
genotipizare pentru studierea polimorfismelor la locusul genei leptinei propuse de ( Pomp

si colab., 1997, Leiffers si colab., 2002 si Lien si colab., 1997).
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1.Pentru testarea si optimizarea protocolului propus de Pomp si colab.( 1997)
a fost utilizatd urmatoarea secventd de primeri sens si antisens (Microsynth — Elvetia)
care au fost diluati la o concentratie de 10 picomoli:

5’-GTCACCAGGATCAATGACAT-3’
5’-AGCCCAGGAATGAAGTCCAA-3’

S-a testat protocolul propus de (Pomp §i colab., 1997) utilizand ADN provenit de
la indivizi din rasele Baltata romaneasca si Bruna de Maramures si s-au folosit intr-o
primd etapa conditiile date in protocolul original, cu scopul de a se observa daca
protocolul da rezultatele dorite, necesare pentru studiul polimorfismului la acest locus
utilizadnd urmatoarele concentratii ale reactivilor:

- Tag ADN polymeraza - 0,65 U/ ul
- ADN - 50 ng

- Sau3Al-5 U/ ul

- MgCl, -1,95 mM

- dNTP - 200 uM

- Primer - 0,3 uM

Metoda utilizatd este bazatda pe tehnica PCR-RFLP si permite studierea
polimorfismului de la nivelul intronului 2 din gena leptinei, polimorfism care este studiat
cu ajutorul profilelor electroforetice obtinute in urma restrictiei fragmentelor de 1820 pb
din gena leptinei, cu enzima de restrictie Sau3AL

S-au calculat amestecurile de reactie (mixurile) pe care urmeaza sa le utilizdm, in
functie de concentratiile reactivilor date de protocolul original, pentru reactia PCR si
pentru restrictia enzimaticd, urmand etapele de amplificare, restrictie, migrare in gel de

agaroza si colorare cu bromura de etidiu pentru vizualizarea produsilor obfinuti.

Compozitia amestecului de reactie PCR, dat de protocol si calculat pentru 20 ul
volum final pe proba este urmatoarea:
Apa sterila -139 ul
Tampon(buffer) -2,5ul
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dNTP -1l
Primeri -P1-2 pul
-P2-2 ul
MgCl, -1,8-ul
Taq polymeraza -0,8 ul
ADN -1l

Volum final: 20 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR, prevazute in protocolul original, cu etapele

predenaturare, denaturare, atagare, elongatie, sunt urmatoarele:

1x94°C - 2 minute
35x 94°C - 30 secunde
58°C - 30 secunde
72°C - 30 secunde
72°C - 10 minute

Amestecul (mixul) de restrictie enzimatica este urmdtorul:

Tampon(Buffer) -2,5 pl
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Produs PCR -15 pl
H,O -7 ul
Sau3AIl- 0,5 pl
Volum final: 25pl

Produsul PCR amplificat, a fost restrictat cu enzima Sau3 A/ si termostatat timp de
4 ore la temperatura de 37°C.

Dupa termostatarea si restrictarea probelor, s-a efectuat electroforeza in gel de
agarozd de concentratie 4% intr-o cuvd de electroforeza orizontala, pentru o bund
separare a benzilor. Solufia tampon folositd pentru patul electroforezei a fost TBE de
concentratic 1x. Aceasta solutie a fost obtinuta din solutia mama TBE de concentratie
10x si care este utilizatda pentru patul electroforezei. Solutia TBE 10x are urméitoarea
compozitie: Tris — 10,8 g, EDTA -0,83 g la un pH - 8,00; si acid boric 5,5 g pentru
obtinerea a 100 ml volum final de solutie. Migrarea s-a realizat un voltaj de 60V.
Preluarea imaginii s-a facut cu un sistem de fotodocumentare Gel Doc.

Pentru compararea si determinarea dimensiunilor fragmentelor a fost utilizat ca
etalon, DNA Step Ladder 50 pb (Promega). Astfel s-au efectuat mai multe incercari
utilizand conditiile protocolului original, cu probe de ADN apartindnd de la mai mulfi
indivizi din ambele rase.

Deoarece in urma utilizarii protocolui ca atare propus de Pomp si colaboratorii, in
1997 nu s-au obtinut rezultatele asteptate, s-a trecut la optimizarea protocolului .

Initial s-a determinat cu exactitate temperatura de atasare sau aliniere a primerilor
pe care i-am utilizat pentru testele PCR, deoarece am presupus ca ar fi una din cauzele
neatasarii primerilor (neamplificarii). In acest sens, a fost necesard efectuarea unor
reactii PCR in gradient de temperaturd, cu ajutorul aparatului Termocycler Eppendorf
Mastercycler, cu scopul de a determina temperatura optima de atasare a primerilor, pentru
amplificarea fragmentului de 1820 pb din gena leptinei, evitandu-se astfel obfinerea unor
produsi nespecifici.

Pentru testele PCR, in cadrul acestui protocol, s-a utilizat ADN provenit de la 20

indivizi de la rasa Baltata romaneasca si 20 indivizi de la rasa Bruna de Maramures,
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ADN de calitate bund, a carui puritate este de 1,89. Tot in scopul optimizarii protocolului
am folosit mai multe mixuri pentru reactia PCR si pentru restrictia enzimatica, calculate
si efectuate in mai multe incercari, pe care le vom enumera in continuare.
Initial s-a utilizat un amestec (mix) de reactie PCR care nu a avut in compozitia
lui MgCl,, pentru reactia PCR in gradient, cu ADN provenit de la indivizii ambelor rase.
Amestecul de reactie PCR utilizat, ce nu contine MgCl,  a fost calculat la un volum

final de 25 pl :

Apa sterila -17,2 ul
Tampon(buffer) -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1pl
Taq polymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Aparatul a fost setat de la temperatura de atasare a primerilor de la 58°C, care a
fost prevazuta in protocolul original, pana la temperatura de 65,9°C, pe care o afigeaza

aparatul pentru ultima proba introdusa astfel :

> 1-58°C

> 2-582°C
> 3-587°C
> 4-593°C
> 5-603"C
> 6-61,5"C
> 7-628°C
> 8-64"C

> 9-648"C
> 10-654°C
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> 11-659°C
Ciclurile termice pentru reactia PCR, efectuata in gradient de temperatura, cu

etapele predenaturare, denaturare, atasare, si elongatie sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute
35x 95°C - 1 minut
58°-60°-62°-65°,9C -1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Pentru determinarea temperaturii optime de atasare a primerilor si validarea rezultatelor ,
probele astfel amplificate, la care difera doar temperatura de atasare a primerilor, au fost
migrate intr-un gel de agaroza, de concentratie 2%, la un voltaj de 100V.

Pentru electroforeza s-a folosit solutia tampon TAE, de concentratie 1 x preparata
din solutia mama care contine: Tris - 242 g, EDTA -18,6g pH - 8,00; H,O 700 ml, si acid
acetic glacial - pH 7,8 pentru un volum final de 1000 ml solutie tampon TAE. Au fost
utilizati 3 ul Smart ladder, 2 ul Loading dye si 5 ulDNA step ladder, ca etalon pentru
compararea lungimii benzilor fragmentelor obtinute.

In gelul de agarozi se evidentiaza profilul electroforetic al fragmentului de 1820
pb rezultat in urma reactiei de amplificare (pozitia 8 din gel), care corespunde
temperaturii de atasare a primerilor la 64° C. La probele de ADN provenit de la indivizi
din rasa Bruna de Maramures s-a obtinut amplificarea specifica fragmentului de 1820 pb,
dar la rasa Baltata romaneasca nu se evidentiaza clar acest lucru.

Din acest motiv la probele de ADN provenite de la rasa Baltatd roméineasca s-a
utilizat un nou amestec de reactie PCR, care contine in plus 1 ul MgCl,, care probabil
influenteaza pozitiv atasarea primerilor si activitatea enzimei Taq polimerazei, fara
obtinerea unor produsi de amplificare nespecifici. In acest scop am efectuat o alta reactie
PCR 1in gradient de temperatura prin utilizarea a 11 probe de ADN la care temperatura
de amplificare variaza in intervalul 58°C s 659 C, nefiind modificate celelalte conditii

de reactie si parametrii de lucru.
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Amestecul de reactie PCR, care contine 1 ul MgCl, calculat pentru un volum

final de 25 pl, este urmatorul:

Apa sterila -16,2 ul
Tampon(buffer) -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1pl
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR, efectuata in gradient de temperaturd, cu

etapele predenaturare, denaturare, atasare, si elongatie sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute
35x 95°C - 1 minut
58°-60°-62°-65°,9C -1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Temperaturile afisate de Termocycler, pentru fiecare din cele 11 probe introduse

in aparat, sunt:

> 1-58°C

> 2-582°C
> 3-587°C
> 4-593°C
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> 5-603"C
> 6-61,5"C
> 7-628°C
> 8-64"C

> 9-648"C
> 10-654°C
> 11-65,9°C

Pentru determinarea temperaturii optime de atasare a primerilor si validarea
rezultatelor si la rasa Baltata romaneasca, probele supuse amplificarii in gradient au fost
migrate Intr-un gel de agarozd de concentratie 2%, la un voltaj de 100V. Pentru patul
electroforezei s-a utilizat, solutia TAE 5X si 3 ul Smart ladder, folosit ca etalon pentru
compararea §i determinarea lungimii fragmentului nerestrictat de 1820 pb, din gena
leptinei. In urma preludrii imaginii si analizei fragmentelor obtinute la toate cele 11
temperaturi s-a observat in gelul de agarozd ca in pozifia (8) corespunzatoare
temperaturii de 64° C, este profilul electroforetic al fragmentului de 1820 pb care nu
contine artefacte .

Odata stabilitd temperatura de atasare a primerilor, si a evidentierii fragmentului
de 1820 pb din gena leptinei la temperatura de atasare a primerilor de 64° C, s-au efectuat
noi reactii de amplificare pe mai multe probe de ADN provenite de la indivizii ambelor
rase, pentru a avea certitudinea ca amplificarea fragmentului are loc in cazul fiecarei
probe de ADN.

Deoarece fragmentul supus amplificarii este mare, s-a utilizat un nou mix de
reactie PCR 1n care s-au utilizat 2 pl din fiecare primer. S-a adaugat MgCl, pentru
cresterea specificitatii la probele de ADN provenite de la ambele rase. Si in acest caz au
fost parcurse aceleasi etape ca si in protocolul descris anterior.

Si1n acest caz amestecul de reactie PCR contine 2 pl din fiecare primer si 1 pl

MgCl,, calculat pentru volum final de 25 pl, este urmatorul:
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Apa sterila - 14,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 pul
-P2-2 ul
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR cu etapele predenaturare, denaturare,

atasare, elongatie si temperatura de atasare a primerilor de 64° C, sunt urmitoarele:

1x95°C - 5 minute
35x 95°C - 1 minut
64° C - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Pentru a se evidentia profilele electroforetice ale fragmentului asteptat, s-a efectuat

o noud electroforeza in gel de agarozd de concentratie 3% pentru o migrare mai lenta a

fragmentului de 1820pb, celelalte conditii ale electroforezei fiind identice cu cele descrise

anterior. Imaginea a fost preluata si prelucratd , observandu-se fragmentul amplificat dar

nerestrictat la probele provenite de la indivizii ambelor rase.
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Pentru evidentierea polimorfismului la acest locus, prin tehnica PCR-RFLP, a fost
necesara efectuarea unor reactii de restrictic enzimatica cu enzima de restrictic Sau3A4/
prin utilizarea ei in diferite concentratii. Specificitatea enzimei in digestie a fost testata.

Restrictia probelor de ADN amplificate s-a facut si pentru pentru a testa efectul
concentratiei ionilor de Mg la probele de ADN provenite de la indivizi diferiti din ambele rase.

S-au utilizat doua mixuri de restrictie enzimatica, un mix cu 1 pl respectiv cu 2ul

enzima Sau3A I ambele calculate pentru 30ul volum final:

Mix1 de restrictie Mix2 de restrictie
Produs PCR -12 pl Produs PCR -12 pl
Buffer - 3 pul Buffer -3 pl

H,O -14 pnl H,O - 14 pl
Sau3Al -1 pl Sau3Al- 2 pl
Volum final: 30pl Volum final: 30pl

Termostatarea probelor cu enzima s-a ficut la temperatura de 37°C, temperatura la
care enzima functioneazd optim. De asemenea am madrit timpul de termostatare de la 4
ore cat era specificat in protocolul original la 6 ore, pentru o buna digestie.

Probele restrictate au fost migrate intr-un gel de agaroza de concentratie 3%, solutia
tampon pentru patul electroforezei TAE 5x. Migrarea s-a facut la un voltaj scazut de 50V
pentru a permite o mai buna separare a benzilor .

In urma prelucririi si analizrii imaginii nu s-au observat toate fragmentele pe care
ne —am asteptat sa le observam, conform protocolului.

Din acest motiv, am efectuat un nou test cu un (amestec) mix de reactie PCR si de

restrictie enzimatica diferit de cel anterior.

128



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Mixul de reactie PCR, pentru o altd incercare, a fost calculat la volum final de

reactie de 30 pl, cu 2 pl din fiecare primer s1 1 pl MgCl, iar ceilalti parametrii au ramas

neschimbati:
Apa sterila -16,7 ul
Tampon -3 ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 ul
-P2 -2l
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3 ul
ADN -2 ul

Volum final: 30 pl
Ciclurile termice utilizate pentru reactia PCR cu etapele  predenaturare,

denaturare, atagare si elongatie sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute
35x 95°C - 1 minut
64° C - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

In aceastd incercare s-a utilizat un nou amestec (mix) de restrictie enzimatica in
care s-a addugat 1 pl enzima Sau3A4l si s-a adaugat 20 pl produs PCR. S-a addugat un
volum mai mare de produs PCR calculat la 30ul volum final, pentru a se observa daca nu

se produce o digestie mai buna a fragmentului de 1820 pb.

Produs PCR -20 pl
Tampon -3 pl
H,O -6 ul
Sau3Al- 1 pl
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Volum final: 25 pl

Probele de ADN, provenite de la indivizii ambelor rase studiate, dupa ce au fost
astfel restrictate, au fost migrate intr-un gel de agaroza de concentratie 4%, pentru o
separare lentd a benzilor, la un voltaj de 50V ; solutia folositd pentru pat a fost TAE 5x,
iar ca si etalon de comparare a benzilor s-a utilizat 7 ul DNA Step Ladder, colorare cu 1
ul bromura de etidiu.

In urma preludrii si analzarii imaginii prin folosirea acestor conditii si parametrii
de lucru, rezultatele nu au fost cele asteptate in ceea ce priveste evidentierea produsilor
asteptati si a evidentierii fragmentelor polimorfice.

Unele benzi nu au fost observate in gelul de agaroza. Din acest motiv a fost
necesard efectuarea de noi incercari, deoarece desi se produce amplificarea fragmentului
de 1820 pb din gena leptinei, restrictia acestuia pentru evidentierea fragmentelor nu a dat
rezultatele asteptate.

A fost efectuata o altad incercare cu probe de ADN provenite de la indivizii
ambelor rase, in cadrul carei s-a utilizat un alt mix de reactie PCR, ce a avut in
componenta lui 1 pl MgCl, si 2 pl din fiecare prime. S-a madrit cantitatea de Taq

polymeraza de 1a 0,3 1a 0,5 pl. Pentru volumul final de 25 pl pe proba s-au folosit:

Apa sterila -14 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 pul
-P2 -2l
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,5ul
ADN -2 ul
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Volum final: 25 pl

Ciclurile termice utilizate pentru reactia PCR cu etapele predenaturare,

enaturare, atasare, si elongatie sunt urmatoarele:

1x95'C - 5 minute
35x 95°C - 1 minut
64° C - 1 minut
72°C - 1 minut

72°C - 10 minute

Un volum de 12 pl din produsul PCR, la care s-au utilizat conditiile de reactie
PCR si parametrii descrisi mai sus, au fost supuse restrictier enzimatice cu 2 pl enzima
Sau3Al, calculat pentru un volum final de 30ul .
Amestecul de restrictie enzimatica folosit in acest caz este urmatorul:
Produs PCR -12 pl
Tampon -3 pl
H,O - 14 ul
Sau3Al- 2 pl
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Volum final: 30pl

Optimizarea protocolului in vederea obtinerii unei analize ADN eficiente s-a efectuat si
pentru probele provenite de la alti indivizi. S-a utilizat un volum de 10 pl produs PCR ce a fost
supus digestiei enzimatice cu 2 pul enzima Sau3AI in volum final de 25ul .

Produs PCR -10 pl
Tampon -2,5 pl
H,O -9,5 ul
Sau3Al- 2 pl
Volum final: 25pl

Toate probele restrictate au fost termostatate la o temperatura de 37°C la care am
marit din nou timpul de reactie, la 8 ore .

Dupa termostatare, pentru evidentierea profilelor electroforetice, probele au fost
migrate intr-un gel de agaroza de concentratie 4%, la un voltaj de 50V, solutia pentru
patul electroforezei utilizata a fost TBE 1X, iar colorarea s-a facut cu bromura de etidiu
1,5 pl. Dupa preluarea imaginii cu sistemul Gel Doc, s-a observat, din nou, ca nu in toate

cazurile s-au obtinut produsii asteptati.

2.Cel de al doilea protocol testat a fost cel propus de Leiffers si colab.(2002), in
vederea testarii 1 optimizarii acestuia a fost utilizatd urmatoarea secventd de primeri (produs

Microsynth — Elvetia), corespunzatori fragmentului de 400pb, din gena leptinei:

5’- TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT -3°
5’- GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT -3’
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Primerii fiind liofilizati au fost prelucrati si diluati astfel incat concentratia finala
a primerului sens si antisens sa fie de 10 picomoli pentru a putea fi astfel utilizati in
studierea polimorfismului de la acest locus.

Utilizand acest protocol de genotipizare, s-a studiat polimorfismul la locusul genei
leptinei dintre exonul 2 si intronul 2 al genei leptinei, la toti cei 152 de indivizi luati in
studiu, apartinand celor doua rase: 88 indivizi din rasa Béltatd romaneasca si 64 indivizi
din rasa Brund de Maramures, cuprinzand tineret taurin de sex mascul si femel. Metoda
utilizatd este bazatd  deasemenea pe tehnica PCR-RFLP si permite studierea
polimorfismului prin restrictarea fragmentului de 400 pb din gena leptinei cu enzima de
restrictie data de protocol si anume enzima Sau3A41, dar si prin testarea eficientei unei alte
enzime de restrictie care are acelasi situs de restrictie cu aceasta si anume enzima de
restrictie Mbol, care nu a fost prevazuta in protocolul original.

Situsul enzimelor de restrictie utilizate Mbol si Sau 3AI este acelasi:

5 ... GATC ... 3’

3 ..CTAG... 5’

Pentru a testa protocolul propus de Leiffers si colab.(2002), s-au folosit prima
data conditiile date in protocolul original, cu urmatoarele concentratii ale reactivilor:
- Tag ADN polymeraza - 0,5 U/ ul
- ADN- 50 ng
- Sau3Al-5 U/ ul
- MgCl,-1,5 mM

- ANTP-200 uM
- Primer-0,3 uM

Folosind aceste concentratii s-a testat protocolul de genotipizare mentionat
anterior, folosind conditiile de reactie si parametrii de lucru specificate de protocol. S-au
calculat amestecurile (mixurile) de reactie in vederea utilizarii lor, in functie de

concentratiile reactivilor date de protocolul original, pentru reactia PCR si pentru
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restrictia enzimatica, urmand etapele de amplificare, restricfie enzimatica, migrare in gel
de agaroza si colorare cu bromurd de etidiu pentru vizualizarea produsilor obtinuti.
Probele de ADN, pentru testarea protocolului original, au provenit de la indivizi de la
ambele rase si au avut puritati situate intre 1,5 si 1,9.

Amestecul (mixul) de reactie PCR prevazut in protocol a avut urmitoarea

compozitie, calculata pentru 20 pl volum final pe proba:

Apa sterila -11,1 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1pl
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,4 pl
ADN -2 ul

Volum final: 20 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR, prevazute in protocolul original, cu etapele

predenaturare, denaturare, atasare si elongatie, sunt urmatoarele:

1x94°C - 2 minute
35x 94°C - 1 minut
55°C - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 15 minute
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Amestecul de restrictie enzimaticd, calculat conform protocolului original pentru
30 pl volum final, este urmatorul:
Produs PCR -12 pl
Tampon -3 pl
H,O - 14 pl
Sau3Al- 2 pl
Volum final: 30pl

Teremostatarea amestecului de digestie s-a facut in baie de apd, peste noapte, la o
temperatura de 37°C.

In urma amplificarii fragmentului de 400 pb din gena leptinei si a restrictiei lui cu
enzima Sau3AI s-a realizat electroforeza in gel de agarozd de concentrafie 3% si apoi
colorare cu 1 ul bromurd de etidiu. Pentru patul de electroforeza s-a folosit tamponul
TAE de concentratie 1x cu urmdtoarea compozitie chimica: Tris Base, Acid Acetic
Glacial s1 E .D.T.A. Migrarea s-a facut la un voltaj de 50 V, de la start si pana la finalul
electroforezei.Imaginea obtinutd in urma migrarii fragmentelor, a fost analizata si
preluatd cu un sistem de fotodocumentare Gel Doc. Deoarece rezultatele date in urma
utilizarii protocolului original, propus de Leiffers si colab., 2002, nu a dat rezultatele
dorite, s-atrecut la optimizarea lui.

Si in cazul acestui protocol, pentru a optimiza conditiile de reactie PCR si
parametrii de lucru s-a trecut la determinarea temperaturii la care primerii, corespunzatori
fragmentului de 400 pb din gena leptinei, se ataseazd la matritad. Din acest motiv s-a

efectuat reactia PCR in gradient de temperatura, intr-un Termocycler Eppendorf

Mastercycler, pentru probele de ADN provenite de la indivizi din rasa Bruna de
Maramures in intervalul55°C (temperatura prevazuta in protocolul original) si 64 °Cc
(temperatura calculatd conform compozitiei in baze azotate).

Pentru reactia PCR in gradient de temperaturda, am utilizat un amestec de reactie

care a avut in compozitia lui MgCl,, pentru a spori activitatea Taq polimerazei si a
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favooriza atasarea primerilor atunci cind s-a folosit ADN provenit de la indivizii rasei
Bruna de Maramures.

Amestecul de reactie PCR a fost calculat la un volum final de 25 pl pe proba:

Apa sterila -16,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1p
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3 ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Termocyclerul a fost setat in intervalul de temperatura de la 55°C, specificatd in
protocolul original, la temperatura de 64° C, calculatd de noi si care o afiseaza aparatul
pentru ultima proba introdusd. Astfel au fost folosite 11 probe cu ADN provenit de la
indivizi diferiti, din rasa numita mai sus. Temperaturile de atasare pentru probele utilizate

sunt urmatoarele:

> 1-55°C

> 2-558°C
> 3-565'C
> 4-57,6°C
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> 5-589°C
> 6-604"C
> 7-61,7°C
> 8-624°C
> 9-634°C
> 10-63,8°C
> 11-64°C

Ciclurile termice pentru reactia PCR efectuatd in gradient de temperatura cu

etapele predenaturare, denaturare, atasare, si elongatie sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute
40x 95°C - 1 minut
55°- 64°C - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Dupa reactia de amplificare in gradient de temperatura, pentru determinarea
temperaturii optime de atasare a primerilor, produsii amplificati au fost supusi
electroforezei.Migrarea probelor s-a facut intr-un gel de agaroza de concentratiec 2%
solutia folositd pentru patul electroforezei a fost solutie tampon TAE 1x, iar vizualizarea
produsilor a fost posibila dupa colorare cu 1 pl bromura de etidiu, migrarea probelor s-a
facut la un voltaj de 100. Imaginea a fost preluatd cu un sistem de fotodocumentare Gel
Doc. In urma analizei imaginii preluate la probele migrate, provenite de la indivizii rasei
Brund de Maramures, s-a observat profilul electroforetic al fragmentului de 400 pb din
gena leptinei, atunci cand temperatura de atasare optima a primerilor a fost situatd intre

58,9°C si 64°C.
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Pentru probele de ADN provenite de la indivizii rasei Baltatd roméaneasca in aceleasi
conditii de reactie si parametrii de lucru ca si cei descrisi anterior . Dupd efectuarea
electroforezei in gel de agarozd si a analizarii imaginii obtinute, s-a observat ca si la
probele provenite de la rasa Baltata romaneasca, temperatura optima la care se produce
atasarea primerilor si amplificarea produsului de 400 pb din gena leptinei, este similard
cu rezultatele obtinute la rasa Bruna de Maramures.

Odata stabilita temperatura de atasare a primerilor, s-au efectuat pentru probele
provenite de la indivizii rase Baltata romaneasca, o serie de reactii PCR, in care am variat
cantitdtile de primeri si conditiile reactiei de restrictie enzimatica. Restrictia fragmentului
de 400 pb a fost efectuata cu scopul de a evidentia fragmentele polimorfice de la acest
locus dar si de a detecta genotipurile posibile in populatia de taurine studiata.

Amestecul (mixul) de reactie PCR care contine 1 pl din fiecare primer a fost

calculat pentru volum final de 25 pl avand urmatoarea compozitie:

Apa sterila -16,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1pl
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3 ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR cu etapele predenaturare, denaturare,

atasare, elongatie si temperatura de atasare a primerilor de 64" C sunt urmitoarele:

1x95°C - 5 minute
40 x 95°C - 1 minut
64° - 1 minut
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72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Electroforeza si migrarea probelor a fost realizatd in gel de agaroza de concentratie
2%, solutia folositd pentru patul electroforezei a fost TAE 1x, iar profilul electroforetic al
produsului PCR de 400 pb, nerestrictat, a fost analizat prin folosirea a 10 ul DNA Step
ladder ca etalon si voltaj de 100V. In urma preluirii imaginii s-a observat fragmentul de
400 pb din gena leptinei, amplificat. Intr-o altad incercare si prin utilizarea de probe
provenite de la alti indivizi de la rasa Baltata romaneasca, s-au efectuat alte reactii PCR
in care am utilizat 2 pl din fiecare primeri. Amestecul de reactie PCR a fost calculat

pentru un volum final de 25 pl pe proba astfel :

Apa sterila - 14,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 pul
-P2-2 ul
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR cu etapele predenaturare, denaturare,
atasare, elongatie si temperaturd de atasare a primerilor de 64° C in cadrul unei noi

incercari au fost:

1x95°C - 5 minute
40 x 95°C - 1 minut
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64° - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Electroforeza s-a efectuat in aceleasi conditii, ca la probele testate mai sus.

In aceleasi conditii de reactie PCR si urmand aceasi parametrii de lucru, s-au
efectuat teste PCR de amplificare si evidentiere a produsului de 400 pb din gena leptinei
nerestrictat, la probe provenite de la indivizi diferiti din rasa Bruni de Maramures. In
urma acestor incercari si la aceastd rasa s-au obtinut profile electroforetice ale
fragmentelor nerestrictate, asteptate.

Pentru evidentierea polimorfismelor este necesara efectuarea restrictiei cu
enzimele de restrictic Sau3AI si Mbol.

S-au calculat amestecurile pentru restrictie si s-a facut restrictia fragmentelor
amplificate in etapele anterioare, pentru probele provenite de la indivizii ambelor rase
luate in studiu.

Restrictia probelor de ADN amplificate, provenite de la indivizii ambelor rase
studiate, s-a realizat cu enzima Sau 3A4 I si cu enzima Mbol, intr-un amestec de reactie
separat pentru fiecare enzima.

Pentru restrictia enzimatica au fost testate concentratii diferite de enzima. Pentru
enzima Sau3AI am folosit mixuri ce contineau 1 pl si mixuri ce contineau 2 ul de enzima
de restrictie. Amestecul de restrictie ce contine 1 pl enzimd Sau3AI si 15 pl produs PCR
destinat restrictiei, calculat pentru 30 pl final pe proba este :

Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -11 pul
Sau 341 -1 pl
Volum final: 30pl
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Amestecul de restrictie enzimatica ce contine 2 ul enzima Sau3AI si 15 pl produs

PCR destinat restrictiei, calculat pentru 30 pl final pe proba este :

Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -11 pl
Sau 341 -2 pl
Volum final: 30pl

Probele restrictate cu ambele mixuri de restrictie, ce contineau enzima Sau3Al, au
fost termostatate in baie de apa la o temperatura de 37°C timp de 8 ore.

Dupa termostatare probele au fost supuse electroforezei in gel de agaroza de
concentratie 3%, dupa colorare cu bromura de etidiu 2 pl si migrare in solutie tampon
TAE 1x la un voltaj lent de 50V, care permite o separare bund a fragmentelor. Imaginea
a fost preluata cu sistemul de fotodocumentare.

Intr-o altd incercare am efectuat alte amestecuri de restrictie in care am utilizat
enzima de restrictie Mbol cu alte probe amplificate provenite de la alfi indivizi din
ambele rase studiate.

Amestecul de restrictie ce contine 1 pl enzima Mbol si 15 pl produs PCR ce va fi

restrictat, calculat pentru 30 pl final pe proba este:

Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -11 pl
Mbo I -1 pl
Volum final: 30pl
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Amestecul de restrictie ce contine 2 pl enzimd Mbol si 15 ul produs PCR ce va fi
restrictat, calculat pentru 30 pl final pe proba, este :
Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -11 pul
Mbo I -1 pl
Volum final: 30pl

Probele restrictate in conditiile ambelor amestecuri de restrictie, ce contineau
enzima Sau3Al, au fost termostatate in baie de apa la o temperaturd de 37°C , iar timpul
de digestie a fost marit la 10 ore.

Dupa termostatare probele au fost supuse electroforezei in gel de agaroza de
concentratie 4%, dupa colorare cu bromura de etidiu 2 pl, si migrare in solutie tampon
TAE 1x la un voltaj lent, de 50V.

Datoritd faptului ca, la unele probe provenite de la o parte din indivizii rasei
Brunad de Maramures, au fost observate restrictii partiale in cazul ambelor enzime, s-au
efectuat alte reactii PCR, la care s-a modificat un singur parametru §i anume temperatura
de atagare a primerilor care fost de 59°C..

Amestecul (mixul) de reactie PCR a fost calculat pentru un volum final de 30 pl si

cu 2 ul din fiecare primeri are urmatoarea compozitie:

Apa sterila -19,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 ul
-P2-2 ul
MgCl, -1l
Taq polymeraza - 0,3 ul
ADN -2 ul

Volum final: 30 pl
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Ciclurile termice pentru reactia PCR, cu etapele predenaturare, denaturare,

atasare, elongatie si temperaturd de atasare a primerilor de 59°C, sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute

40x 95°C - 1 minut
64° - 1 minut
72°C - 1 minut

72°C - 10 minute

Amestecul de restrictie, ce contine 1 pl enzimd Sau3A7 si 20 pl produs PCR, ce va
fi restrictat, calculat pentru 30 pl final pe proba a fost urmatorul :
Produs PCR -20 pl
Tampon - 3 pl
H,O -6 ul
Sau3Al -1 pl
Volum final: 30pl

Termostatarea probelor restrictate s-a facut la temperatura de 37°C timp de 8 ore.
Probele astfel restrictate si termostatate au fost migrate in gel de agaroza de concentratie
4% , pentru buna separare a fragmentelor la un voltaj de 50V.

In urma preludrii si analizdrii imaginii obtinute, s-au evidentiat profilele
electroforetice asteptate ale fragmentelor restrictate, atunci cand atasarea primerilor s-a
facut la temperatura de 59°C.

Pentru o mai buna calitate a profilelor electroforetice si eliminarea artefactelor, am
recurs la purificarea probelor de ADN de la o parte de indivizi proveniti de la ambele
rase. Atat probele purificate cat si cele nepurificate au fost amplificate cu primerii

descrisi de Pomp si colab., 1997 si Leiffers si colab., 2002 si restrictate comparativ cu

probele nepurificate.
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Metoda de purificare cu fenol a probelor de ADN presupune
parcurgerea urmatoarelor etape:
in tuburi Eppendorf se plaseaza 25 pul ADN si175 pl H,O péana la un volum de 200 pl
se adauga 200 pl fenol in fiecare tub
se vortexeaza 30 secunde
centrifugare la 12000 rpm 30 secunde
se preleveaza supernatantul
peste probele de ADN extras se adauga 18 ul NaCl,
se adauga 400 pl etanol 100%
se depoziteaza la - 80°C
se centifugheaza din nou 15 minute la 12000 rpm
se adauga etanol 70% si se centrifugheaza 5 minute

se centrifugheaza in centrifugd cu vacuum

YV V.V V V VYV V V V V V V

resuspendare Tn amestec de restrictie
Conditiile de reactie PCR si parametrii de lucru folositi in cadrul compararii celor
douad protocoale sunt neschimbate si sunt cele folosite la optimizarea lor.

Pentru probele ADN purificate si nepurificate, la compararea celor doua
protocoale de genotipizare studiate, diferd doar mixurile de restrictie enzimaticd, provenite
de la indivizii ambelor rase studiate.

Amestecul de restrictie enzimaticd, cu 1 pl enzima Sau3AIl, pentru probele de

ADN purificate are compozitia :
Produs PCR
(liofilizat)
Tampon - 3 pl
H,O -26 pul
Sau 341 -1 pl
Volum final: 30pl
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Amestecul de restrictie enzimatica cu 1 pl enzima Sau3AI pentru probele de ADN
nepurificate :
Produs PCR- 25 pnl
Tampon - 3 pl
H,O -1 ul
Sau 341 -1 pl
Volum final: 30pl

3. In vederea testirii protocolului de genotipizare propus de Lien si colab.
(1997) a fost utilizatd secventa de primeri (produs Microsynth — Elvetia) liofilizati
corespunzatori fragmentului de 522pb din gena leptinei:

5’-GTCTGGAGGCAAAGGGCAGAGT-3’
5’-CCACCACCTCTGTGGAGTAG-3’

Primerii fiind liofilizati au fost prelucrati si diluati astfel incat concentratia finala
a primerului sens si antisens sa fie de 10 picomoli. Cu ajutorul acestui protocol au fost
studiate polimorfismele dintre intronul 2 si exonul 3 din gena leptinei, pe probe de ADN
prelevate de la 50 de indivizi proveniti din rasa Baltatd romaneasca si 50 indivizi
proveniti de la rasa Brund de Maramures. S-a lucrat pe un numar mai mic de indivizi doar
pentru a testa daca acest protocol oferd rezultate bune.

Metoda de lucru utilizatd a fost tehnica PCR-RFLP si presupune, amplificarea
unui fragment de 522 pb din gena leptinei, prin utilizarea unor primeri specifici, pentru
portiunea din gena pe care dorim sa o studiem.

Dupa amplificare se face restrictia fragmentului de 522 pb cu enzima de restrictie
BsaAl .Aceasta enzima recunoaste urmatorul situs de restrictie:

5" ... ACGT ... 3’
37..TGCA ... &
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In prima etapi s-au testat conditiile mentionate de protocolul original propus de
Lien si colab., 1997, utilizdnd concentratiile reactivilor date de protocol, astfel :
- dNTPs mix -100M
- Primeri-10 picomoli
- MgCl12-1,5 mM
- Tag ADN Polymerase-1,0 U/ ul
- DNA- 80-100 ng
- BsaAl-5 U/ ul

Folosind aceste concentratii am testat protocolul de genotipizare original in
conditiile de reactie si parametrii de lucru, prevazute de protocol. S-au calculat
amestecurile de reactie in functie de concentratiile reactivilor date pentru reactia PCR si
pentru restrictia enzimatica, urmand etapele de amplificare, restrictie enzimatica, migrare
in gel de agaroza si colorare cu bromura de etidiu pentru vizualizarea produsilor obtinuti.
Probele de ADN pentru testarea protocolului original au provenit de la indivizi din
ambele rase si au avut puritati situate intre 1,5 si 1,9 si de concentratie 50ng/ ul.

Amestecul (mixul) de reactie PCR dat de protocol a fost preparat cu urmatoarea

compozitie, pentru volum final de 25 pl pe proba:

Apa sterila -16,3 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
MgCl, -P2-1 ul
- 1yl
Taq polymeraza -0,2 ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl
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Ciclurile termice pentru reactia PCR, prevazute in protocolul original cu etapele

predenaturare, denaturare, atasare si elongatie sunt urmatoarele:

1x94°C - 5 minute
35x 94°C - 15secunde
64° C - 30secunde
72°C - 5 minute
72°C -10 minute

Probele de ADN provenite de la indivizii ambelor rase au fost restrictate cu
enzima de restrictie BsaAl, cu urmatorul amestec (mix) de restrictie calculat dupa

protocolul propus original:

Produs PCR -10 pl
Tampon — 2,5 pl
H,O -11,5pl
Bsa AI -1 ul
Volum final:25pl

Dupa reactia de restrictie enzimaticd, probele au fost termostatate la o temperatura
de 30°C, temperatura la care aceastda enzima actioneaza optim si ldsate peste noapte.

Probele restrictate au fost supuse electroforezei in gel de agaroza, de concentratie
2,5% dupa colorare cu bromura de etidiu. Pentru patul electroforezei s-a utilizat solutie
TAE 1x si migrarea probelor s-a facut la un voltaj de 90V.

In urma preludrii si analizarii imaginii, rezultate in urma migrarii produsilor, PCR
s-a constatat cd protocolul original nu a dat rezultatele scontate atunci cand am utilizat
conditiile de reactie si parametrii de lucru dati in protocolul original, astfel ca s-a trecut la
optimizarea conditiilor si a parametrilor dati de acest protocol prin mai multe incercari in
mai multe repetitii de amestecuri de reactie PCR si de restrictie enzimatica.

S-a calculat in cadrul unei prime incercari un mix de reactie PCR pentru probe de

ADN provenite de le indivizii ambelor rase studiate.
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Amplificarea s-a efectuat intr-un Termocycler Eppendorf, iar amestecul (mixul )
de reactie a avut in compzitia lui 1 pl din fiecare primer si a fost calculat pentru 20 pl

volum final:

Apa sterila -11,7 ul
Tampon -2 ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1p
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3ul
AND -2 ul

Volum final: 20 pl

Parametrii dati de protocolul original au fost modificati, iar temperatura de atasare
a primerilor a fost calculatd la 59° C si nu de 64° C, ca si in protocolul original.
Ciclurile termice pentru reactia PCR, cu etapele predenaturare, denaturare, atasare si

elongatie, sunt urmatoarele:

1x95°C - 5 minute
40x 95°C - 1 minut
59°C - 1 minut
72°C - 1 minut
72°C - 10 minute

Produsul PCR, obtinut de la indivizii ambelor rase, a fost supus restrictiei cu

enzima de restrictie BsaAdl, utilizatd in diferite concentratii.
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Amestecul de restrictie, ce contine 2 pl enzima BsaAl st 15 pl produs PCR ce va

fi restrictat, calculat pentru 30 pl volum final pe proba are compozitia:

Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -10pl

Bsa AI -2 pl
Volum final:30pl

Probele au fost supuse restrictiei prin incubare la termostat, timp de 6 ore, la
temperatura de 30°C, temperaturd la care lucreazd optim aceastd enzimd. Probele
restrictate au fost supuse electroforezei prin migrare intr-un gel de agaroza de
concentratie 3%, colorat cu 1 pl bromura de etidiu in solutie TBE 1x folosita pentru patul
electroforezei. Pentru compararea benzilor polimorfe s-a folosit ca etalon 50 DNA Step
Ladder (Promega), migrarea probelor s-a facut la un voltaj de 60V pentru o migrare mai
buna si o separare mai lentd, dar sigurd, a fragmentelor. Imaginea a fost preluata si
analizata cu un sistem de fotodocumentare Gel Doc.

S-a efectuat o noua incercare, pe alte probe de ADN, provenite de la alti indivizi din
rasele Baltata romaneasca si Bruna de Maramures, in cazul caruia a fost calculat un nou
mix de reactie PCR. Amestecul de reactie PCR dat de protocol, a fost calculat avand

urmatoarea compozitie pentru un volum final 25 pl pe proba si 2 pl din fiecare primer:

Apa sterila - 14,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-2 pul
-P2-2 ul
MgCl, -1l
Taq polymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

149



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Volum final: 25 pl

Ceilalti parametrii, inclusiv temperatura de atasare a primerilor raman
neschimbati.

Produsul PCR obtinut de la indivizii ambelor rase a fost supus restrictiei cu enzima
de restrictie BsaAl, iar amestecul de restrictie enzimaticd in acest caz, contine 1 pl

enzimd BsaAl si 15 pl produs PCR de restrictat, calculat pentru 25 pl final pe proba :

Produs PCR -15 pl
Tampon - 3 pl
H,O -7 ul
Bsa AI -1 ul
Volum final:25pl

Probele astfel au fost supuse restrictiei, prin incubare la termostat timp de 6 ore, la
temperatura de 30°C.

Reactia de electroforezad a fost facuta in aceleasi conditii ca la probele anterioare
cu deosebirea ca gelul de agaroza avea concentratia de 4%.

Intr-o alta incercare, s- a efectuat o reactic PCR cu ajutorul aparatului Real Time
PCR, 1in care am folosit urmatorul amestec de reactie PCR si urmatoarele concentratii
pentru a obtine un fragment asteptat de 522 pb, prin observarea curbelor de amplificare
date de aparat:

Amestec (mix) de reactie Seybr Safe (Fermentas) utilizat are urmatoarea

compozitie:
- KCl,-100mM
-Tris Hcl- 40 mM
-PH 8,4
-dNTP- 0,4 mM
- Taq ADN Polymerase - 50 U/ul
-MgCl,-6 mM

-Floresceina - 20 nM
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-Primeri de concentratie 10 pmol fiecare.

Ciclurile termice pentru reactia PCR, in cazul utilizarii aparatului RealTime PCR

au fost:

Ciclul 1(1x)  95°C -3 minute
Pasul 1

Ciclul2(35x) 95°C -1 minut

Pasul 1 94°C -1 minut
Pasul 2 59°C -1 minut
Pasul 3 -1 minut
72°C

Ciclul 3(1x) 7 minute
Pasul 1 72°C -

Ciclul 4 (1x) Asteptare
Pasul 1 8°C -

Probele amplificate au fost restrictate cu enzima Bsa Al in cazul careia am folosit
urmatorul amestec de restrictie enzimatica, cu 1pul enzima si 25ul produs PCR pentru
digestie, calculate pentru un volum final de 30pl:

Produs PCR -25pnl
Tampon - 3 pl
H,O -1 ul

Bsa AI -1 pl
Volum final: 30pl
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Termostatarea probelor s-a facut la temperatura de 30°C, dar s-a marit timpul de
incubare la 10 ore.

Probele astfel restrictate au fost migrate in gel de agaroza de concentratie 3 % la
un voltaj de 50V 1in solutie tampon TAE 1x pentru patul electroforezei, 7 ul DNA Step
Ladder folosit pentru determinarea lungimii fragmentelor obtinute, iar imaginea a fost

preluata cu acelasi sistem de fotodocumentare.

6.2. REZULTATE SIDISCUTII
6.2.RESULTS AND DISCUSSIONS

6.2.1. Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP pentru studierea
polimorfismelor la locusul genei leptinei (POMP i colab., 1997)
6.2.1.Testing and optimization the PCR — RFLP protocole with the aim of studying the
polymorphisms at the leptine gene locus (POMP et al., 1997)

Pentru testarea protocolului, s-a utilizat ADN provenit de la 20 indivizi din rasa Béltata
romaneasca si 20 indivizi proveniti de la rasa Bruna de Maramures .

Initial a fost testat protocolul original, propus de Pomp si colab., 1997 cu
parametrii de lucru si conditiile de reactie propuse de autor.

Dupa testarea protocolului original urmand parametrii de lucru si conditiile de reactie

PCR si restrictie enzimatica, rezultatele obtinute nu au fost favorabile (figura 23).

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 Ladder

Fig.23.Fragmentul de 1820 pb din gena leptinei (original)
Fig.23.The fragment of 1820 bp from the leptine gene (original)
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In urma rezultatului electroforezei in gel de agaroza ,in pozitiile 1, 2, 3 in care am
migrat probe de ADN amplificate dar nerestrictate nu se observa clar fragmentul de
1820 pb din gena leptinei, iar probele de ADN amplificate provenite de la alti indivizi din
pozitiile 4, 5, 6, 7 pe langd fragmentul amplificat apar si produsi de amplificare
nespecifici care sunt de nedorit.

Dupa restrictia probelor de ADN amplificate, provenite de la indivizii luafi in
studiu, in urma utilizarii amestecului de restrictie entimaticd dat de protocolul original ,
rezultatele nu au fost cele asteptate. In urma electroforezei in gel de agarozi si a analizarii
imaginii nu s-a observat profilul electroforetic al fragmentelor asteptate, date de protocol
pentru evidentierea polimorfismelor la acest locus, pozitiile 9, 10,11 (figura 23).

Conform protocolului dat de Pomp si colaboratorii, fragmentul produsului
nerestrictat are o lungime asteptatd de 1820 pb, iar in urma restrictiei cu enzima de
restrictie Sau3AI, pentru evidentierea fragmentelor polimorfice, trebuiau sa se obtina
urmatoarele fragmente: pentru indivizi cu genotipul AA, fragmente de 730 pb, 690 pb si
400 pb pentru genotipul AB, fragmente de 730 pb, 690 pb, 400 pb, 310 pb si 90 pb
(ultima banda nu a putut fi vizualizatd in gel), pentru genotipul BB, fragmente de 730 pb,
690 pb 310 pb s1 90 pb (ultima banda nu se evidentiaza in gel), iar Pomp s§i colab., 1997

a explicat acest fapt prin prisma greutatii moleculare mai mici.

6.2.1.1. Optimizarea temperaturii de atagare a primerilor

6.2.1.1.The optimization of the primers alignment temperature

Deoarece utilizarea protocolului original propus de Pomp si colab., 1997, nu a
dat rezultatele dorite , nefiind posibild studierea polimorfismului din intronul 2 de la
locusul genei leptinei, s-a trecut la optimizarea acestuia.

Una din cauzele importante pentru care nu a dat rezultate bune reactia PCR

respectiv amplificarea fragmentului de 1820pb din gena leptinei si restrictarea lui, fiind
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temperatura la care primerii se ataseaza, s-a trecut la optimizarea temperaturii de atasare a
primerilor. Aceasta s-a facut prin efectuarea unor reactii PCR in gradient de temperatura
pentru probe de ADN provenite de la indivizii luati in studiu de la ambele rase, cu
conditiile de reactie si parametrii de lucru descrisi la materialul si metoda de lucru
descrisda (Subcapitolul 6.1.4).

In urma electroforezei in gel de agarozi, la probele de ADN provenite de la
indivizi din rasa  Baltata romaneascd, profilul electroforetic al produsului PCR
nerestrictat, obfinut in reactie PCR 1n gradient de temperatura a fost observat atunci cand
temperatura de atasare a primerilor a fost de 64°C, corespunzdtoare pozitiei 8 din gel

(figura 24).

Ladder 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11

Fig. 24. Profilul electroforetic al produsului PCR obtinut in gradient de temperatura la
rasa Baltata romaneasca (original)
Fig. 24. The electroforetic profile of the PCR product obtained in temperature gradient

in Baltata romdneasca(original)

La probele de ADN provenite de la indivizi din rasa Brund de Maramures la care
s-a efectuat reactia PCR 1n gradient pentru determinarea temperaturii la care primerii se
atasaza, urma efectudrii electroforezei s-a constatat cd amplificarea fragmentului de

1820 pb aavut loc la temperatura de atasare de 64°C la fel ca si la cealalta rasa.
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In pozitia 8 din gelul de agaroza corespunzitoare temperaturii de atasare a
primerilor de 64°C se constata rezultate bune ale amplificarii fragmentului de 1820 pb.
Pentru pozitiile din gel: 1, 2, 3,4, 5,6, 7,9, 10, 11, care au avut temperaturi de

atasare cuprinse intre 58°Csi 65,9°C, rezultatele au fost satisficatoare (figura 25).

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011

Fig. 25. Profilul electroforetic al produsului PCR de 1820 pb la rasa Bruna de Maramures
(original)
Fig. 25. The electroforetic profile of the 1820 bp PCR product obtained in
Bruna de Maramures (original)

Deoarece la probele provenite de la unii indivizi din rasa Baltatd romaneasca
reactia PCR in gradient nu a dat rezultatele dorite, in urma efectuarii unei reactii PCR
normale, pe probe de ADN provenite de la 7 indivizi din aceastd rasd, s-a obtinut
produsul amplificat de 1820 pb din gena leptinei, dar au aparut si produsi nespecifici de
amplificare si artefacte in pozitiille 1,2, 3,4, 5,6 .

S-au obtinut rezultate bune ale amplificarii la proba din pozitia 7 din gel (figura 26).

Ladder 1 2 3 4 5 6 7

1820 pb

Fig. 26. Profilul electroforetic al produsului PCR de 1820 pb la rasa Baltata
romaneasca(original)
Fig. 26. The electroforetic profile of the 1820 bp PCR product obtained in

Baltata romdneasca(original)
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6.2.1.2. Optimizarea concentratiei de ioni de magneziu in reactia PCR

6.2.1.2. The optimization of the concentration of the magnesium ions in PCR reaction

Clorura de magneziu (MgCl,) este un cofactor cerut de enzima Taq polimeraza in
timpul reactiei de amplificare. Concentratia ionilor de magneziu in amestecul de reactie
este un factor crucial pentru succesul amplificarii si al atasarii cu succes a primerilor. In
absenta unei concentratii adecvate de ioni de magneziu in reactia PCR, enzima Tagq
polimeraza poate fi inactiva. Cantitatea de ioni de magneziu liberi, intr-un amestec PCR,
poate fi influentatd de concentrafia matritei, prezenta chelatilor (EDTA sau citrat),
concentratia ANTP si prezenta proteinelor. Excesul de ioni de magneziu in reactia PCR
reduce fidelitatea Taq polimerazei si creste nivelul amplificarilor nespecifice. Din aceste
motive, cercetdtorii trebuie sd ajusteze empiric concentratia ionilor de magneziu in reactia
PCR si sa determine astfel concentratia optima pentru fiecare reactie in parte. Pentru
aceasta se fac mai multe amestecuri de reactie in care concentratia ionilor de magneziu va
fi cuprinsd intre 1 si 4 mM Mg2+. Dupa vizualizarea produsului PCR se determina
concentratia optima la care se obtine cea mai mare cantitate de produs PCR si cea mai
mica cantitate de produs nespecific de amplificare. Cantitatea optima de ioni de magneziu
depinde si de tipul de polimeraza utilizat (Cosier Viorica, 2007).

In urma acestor reactii PCR, in gradient de temperaturi, in care in amestecul de
reactie nu era adaugatd MgCl,, s-a concluzionat ca la probele de ADN provenite de la
rasa Brund de Maramures, atasarea primerilor a avut loc la temperatura de 64°C, la fel
ca si la rasa Baltata romaneasca, cu deosebirea ca la aceasta din urma la unele probe
amplificate, provenite de la alfi indivizi, apar rezultate satisfacatoare pentru aceasta
rasi.in urma efectudrii unei alte reactii PCR in gradient, la probe provenite de la alti
indivizi din rasa Baltata romaneasca, in urma adaugarii in amestecul de reactie PCR a 1l
MgCl, de concentratie 10 mM, rezultatele ampificarii au fost favorabile cu evidentierea
produsului amplificat de 1820 pb din gena leptinei. Acesta poate fi observat in pozitia 7
din gel, corespunzitoare temperaturii de atagare a primerilor de 64°C. Pozitiile 1, 2, 3, 4,
5, 6 corespund probelor din intervalul de temperatura cuprins 58,2°C si 62,8°C (figura
27).
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Ladder 1 2 3 4 5 6 7

1820 pb

Fig. 27. Profilul electroforetic al produsului PCR in gradient in prezenta MgCl, la rasa Baltata romaneasca
(original)
Fig. 27. The electroforetic profile of the PCR product in gradient obtained in presence of
the MgCl; in Baltata romdneascda(original)

In urma efectudrii unei noi reactii PCR, in conditii normale, cu adiugarea in
amestecul de reactie a 1 ul MgCl, la o temperatura de atasare a primerilor determinata
de 64°C, in urma efectudrii restrictiei fragmentului de 1820 pb la indivizii proveniti de la
rasa Baltata romaneasca s-a constatat ca restrictia cu 1ul enzimad Sau3A4 I a fost partiala,
datoritd faptului cd s-au observat doar fragmente de 730 pb, 690 pb si 400 pb
corespunzatoare indivizilor cu genotipul homozigot AA, ultimele benzi nefiind prea bine
evidentiate in gel si fragmente de 730 pb, 690 pb, 400 pb, 310 pb si 90 pb,
corespunzatoare pozitiilor 1, 2, 3 din gel. Ultimele benzi, care ar trebui sd3 corespunda

indivizilor cu genotip heterozigot AB, nu se evidentiaza in gel (Carsai Crina, 2007). In

acest caz nu s-a semnalat prezenta unor produsi nespecifici de amplificare (figura 28).

Ladder 1 2 3

1800 pb
800 pb
600 pb

400 nh

Fig. 28. Profilul electroforetic al produsului PCR digerat cu enzima Sau 34 I la rasa
Baltata romaneasca(original)
Fig. 28. The electroforetic profile of the PCR product digested with 1 ul Sau 34 I in

Baltata romdneasca(original)
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In urma unei noi reactii PCR, tot in prezenta MgCl, in mixul de reactie, atunci
cand s-a facut digestia produsului de 1820 pb din gena leptinei, la probe provenite de la
alti indivizi provenifi de la rasa Baltata romanesca, restrictia cu 2 ul enzima Sau3Al a
fost de asemenea doar partiala, datoritd faptului cd s-au observat doar fragmentele de
730 pb, 690 pb s1 400 pb corespunzatoare genotipului homozigot AA vizibile in pozitiile
1,2,3 din gel. Fragmentele de 730 pb, 690 pb, 400 pb, 310 pb si 90 pb corespunzatoare
indivizilor cu genotip heterozigot AB nu au fost toate evidentiate in gel. Nu se constata
in gel prezenta nici unui individ posibil homozigot BB in probele luate in studiu (figura

29).

Ladder 1 2 3

1800 pb

800 pb

600 pb

400 pb
200 pb

Fig. 29. Profilul electroforetic al produsului PCR digerat cu 2 pl enzima Sau 34 I la rasa
Baltata romaneasca(original)
Fig. 29. The electroforetic profile of the PCR product digested with 2 ul Sau 34 I in

Baltata romaneasca(original)
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Rezultatele obtinute in urma efectuarii unei alte reactii PCR si a restrictiei
fragmentului de 1820 pb din gena leptinei, cu 1 pl enzimd Sau 34 I, respectiv 2 pl
enzimd Sau 34 [ la probele provenite de la indivizi din rasa Brund de Maramures, in
aceleasi conditii de reactie si parametrii de lucru ca si la probele provenite de la indivizii
Baltatd romaneasca,au fost satisfaicatoare in sensul ca au fost detectati doar indivizi
presupusi heterozigoti AB, evidentiati in pozitiile 1, 2, 3, 4 din gelul de agaroza.

Aceste genotipuri detectate ar fi trebuit sa prezinte un profil electroforetic cu: 730
pb, 690 pb, 400 pb, 310 pb si 90 pb, dar in cazul nostru nu s-au observat decat primele
trei fragmente (figura 30).

Ladder 1 2 3 4

1800 pb

800 pb

600 pb

400 pb

200 pb

Fig. 30. Profilul electroforetic al produsului PCR digerat cu 1 pl enzima Sau 34 I larasa
Brunad de Maramureg(original)
Fig. 30. The electroforetic profile of the PCR product digested with 1 ul Sau 34 I in

Bruna de Maramures(original)

Atunci cand reactia PCR si restrictia enzimatica s-a efectuat in aceleasi conditii si
parametrii de lucru, dar cu probe provenite de la alti indivizi din rasa Brund de
Maramures, in gelul de agaroza s-au evidentiat doar fragmente de 730, 690 pb
corespunzatoare indivizilor cu genotipul homozigot AA, in pozitille 1,2,3,4 din gel,

ultimele benzi nefiind prea bine evidentiate.
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In acest caz nu se constatd prezenta nici unui profil, corespunzator indivizilor cu

genotip heterozigot AB si homozigot BB (figura 31).

Ladder 1 2 3 4

1800 pb
800 pb

600 pb
400 pb

200 pb

Fig. 31. Profilul electroforetic al produsului PCR digerat cu 2 pl enzima Sau 34 I larasa
Bruna de Maramureg(original)

Fig. 31. The electroforetic profile of the PCR product digested with 2 ul Sau 34 I in

Bruna de Maramures(original)

In cadrul incercirii de optimizare a acestui protocol s-a determinat si optimizat
temperatura de atasare a primerilor in cadrul probelor de ADN provenite de la indivizi
diferiti din ambele rase. La ambele rase, n urma optimizarii protocolului a fost posibila
evidentierea fragmentului amplificat de 1820 pb, nerestrictat din gena leptinei, dar atunci
cand s-a efectuat restrictia cu enzima de restrictie Saudl a fost posibila vizualizrea

fragmentelor polimorfice, corespunzatoare indivizilor cu genotipuri diferite.
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6.2.1.3. Detectarea unei greseli de imperechere in secventa primerilor utilizati

6.2.1.3. Detection of a pairing mistake within the sequence of the used primers

Bazele de date NCBI si EMBL pun la dispozitia cercetatorului un bogat material
informativ cu privire la stadiul actual al cunoasterii in ceea ce priveste cartarea
genoamelor de la diferite specii. In urma alinierii primerilor si a studierii secventei intregi
a geneli leptinei, care are o lungime de 4067 pb (www. ncbi.nlm.nih.gov), s-a constatat ca
existd o eroare in protocolul lui Pomp §i colab. (1997), 1a nivelul unei nucleotide situate

in primerii antisens, respectiv prezenta citozinei in loc de timina.

5’-GTCACCAGGATCAATGACAT-3’
5’-AGCCCAGGAATGAAGTCCAA-3’

Pentru fragmentul de 1820 pb 1n urma digestiei enzimatice se asteptau urmatoarele
fragmente, conform protocolului Pomp si colab. (1998):
» pentru indivizi cu genotipul AA fragmente de 730 pb, 690 pb si 400 pb
» pentru genotipul AB fragmente de 730 pb,690 pb, 400 pb, 310 pb si 90 pb
ultima banda neevidentiata in gel)
» pentru genotipul BB fragmente de 730 pb, 690 pb 310 pb si 90 pb ultima
banda neevidentiata in gel.
In urma testirii acestui protocol s-au obtinut doar rezultate partiale. Se presupune
ca acest fapt s-ar datora greutatii moleculare mai mici a ultimei benzi. Acest protocol a
fost testat pe rasele Siemental, Angus, Gelbviech, Limousin, Brahman, Holstein si
Hereford. In urma testirii, prin restrictie cu enzima Sau34I, s-a observat un nou
polimorfism, aditional. Fragmentul de 690 de perechi de baze, la rasele amintite, a fost

digerat la randul sau in 2 fragmente de 470 pb si 220 pb (Pomp.si colab., 1997).

161



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

6.2.1.4. Optimizarea computerizatd §i analiza de secvente in vederea determindarii

polimorfismului Sau3 Al din gena leptinei

6.2.1.4. Computer optimization and sequence analysis with the aim of identification of

the Sau3AI polymorphism from the leptine gene

Produsul PCR de 1820 pb a fost evidentiat in gel de agaroza la ambele rase luate
in studiu. In urma alinierii primerilor, ficuta in secventa genei leptinei din banca de gene,
pentru cautarea situsurilor enzimei Sau3 Al s-au constatat urmatoarele aspecte:

Sursa de informare www.ncbi.hin.nib.gov mentioneaza ca in gena leptinei enzima

de restrictie Sau 34 I, recunoaste urmatoarea secventa situs de restrictie:

5 ... GATC ... 3’
3 ..CTAG... 5

De asemenea, 1in cadrul acesteia se specificd faptul ca dimensiunea produsului
PCR este 1837 pb, diferit de cel citat de Pomp si colab., 1997 si anume de 1820 pb.

In tabelele 8 si 9 se pot observa lungimile fragmentelor care ar trebui sa rezulte in
urma restrictiei cu enzima Sau3AI care sunt diferite de cele citate in protocolul Pomp si
colab, 1997.

Pentru posibilii indivizi homozigoti literatura de specialitate (sursa
www.ncbi.hin.nib.gov) semnaleaza prezenta fragmentelor pentru genotipul BB -742 pb,

696 pb 392 pb si 8 pb, ceea ce este diferit de protocolul Pomp si colab., 1997 (tabelul 8 ).
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Tabelul 8

Structura fragmentelor din gena leptinei obtinute In urma restrictiei cu ajutorul enzimei

Sau 34 I (sursa www.ncbi.hln.nib.gov)

Table 8

The structure of the fragments from the leptine gene obtained after restriction with

Sau 34 1 (source www.ncbi.hln.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)
1 Sau3Al— Sau3Al 9-750 742
Sau3 Al — capatul din
2 1142-1837 696
dreapta

Sau3Al— Sau3Al

3 751-1141 391
capdtul din stanga

4 Sau3Al 1-8 8

In protocolul Pomp si colab.,1997 se obtineau urmitoarele fragmente: pentru
homozigotii AA — 730 pb, 690 pb si 400 pb, pentru heterozigoti AB -730 pb,690 pb, 400
pb, 310 pb st 90, iar pentru posibilit homozigoti BB -730 pb, 690 pb 310 pb si 90 pb,

acestia fiind mai rari In populatiile de taurine. Sursa www.ncbi.hiln.nib.gov, semnaleaza

prezenta urmatoarelor fragmente care ar trebui sa se obtind pentru genotipul AA -742 pb,

696 pb si 391 pb, pentru heterozigoti AB -742 pb, 696 pb, 391 pb, si 8 pb (tabelul 9).
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Tabelul 9

Structura fragmentelor din gena leptinei, obtinute in urma restrictiei cu ajutorul enzimei

Sau3A I (sursa www.ncbi.hin.nib.gov)
Table 9
The structure of the fragments from the leptine gene obtained after restriction with

Sau 34 1 (source www.ncbi.hln.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)

1 capatul din stanga — 1-8 8
Sau3Al

2 Sau3Al— Sau3Al 9-750 742

3 Sau3Al— Sau3Al 751-1141 391

4 Sau3 Al — capatul din 1142-1837 696
dreapta

Structura fragmentului din gena leptinei, obtinut In urma restrictiei cu ajutorul
enzimei Sau 3A4 I este urmatoarea:
gtcaccagg atcaatgaca tctcacacac ggtagggagg
gactgggaga cgaggtagaa ccgtggecat ceegtgggeg accccagagg ctggeggagg
aggctgtgca gecttgecaca ggeccecagtg gectggacge ceccectggea taaagacage
tcctetecte ctetacttee cttgectect geettetcac tetecteect cccagaccgg
aatcctagtg cccaggecca gaaggagtca cagaggtect ggggteecct tggecaggtgg
ccagaaccce agecageagte cetetgggece tccatcteat ttctagaatg ttttagtegt
taggcattct tcctgectgg taactgaget tagaccctge gagcetcatta ctcattactg
ccagcecectge ctgtcaagec ctcttcagat acaacccetet gtgtttttgt aaatagttat
cagtgtctct tggggcattt tttctgaggt ccataagetc agacctgecaa ccatagatga
ggtctgtatt tagaatgagg gagatgtetg taaagtctta agetagtcag gttccacaag
gtttttaaac tccagtttce tcatctagaa aatgaaagtg ggaaagtgtt agttgctcag
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tcatgtccaa ctctttgaga ccccatgaac tgtagtctac caggetcecte tgtccatgaa
attcttcagg caagaatact ggagtggctt gttattttct tctcccaaca agatcttcec
aacccaggga ttgaacctgg gtcttctaaa ttgcaggceag attctttacc gtctgageca
ccagggaaac ccataagacc ttgtgaagac tattaagata gtcatctaga caacaagact
atcttaatag tcttcataag gtcttcatga gactaaatta gataaagcaa gtgaccctce
ctgaataccc ttgcagaacc agaactgtgt gtgccctett tcaaggtttt cagtcatgac
ttttgatage ttcccacctt aaaagccaac ttgetcacct gegtggagea atctggagac
ttccacatct cctgaccact ctatatttct aacagtggct ttgggaagec agagageagt
taggtagcca gaagegggga cagatcagaa atagacagtg tetgeatttc ctagagaaaa

gcccttaaat tcattgettt caaaacagtc attcagcaag ctgtacacaa tagacccaga

gtgccccaac ctgtgtggtg ccgggattga ttgetgtggg tggcggagag gggagagece
ctctggtaac cagggttact tgagcagage agtgagetgg ggcatcgetg gggtaatggce
ctgaatccct tagggggtea gacttcctgg agaatctgac tgtgagggag gagtetgett
gggotgoaag agitggggac ggggaatgta cggaagacct caatgectgg ggaagaaact
caagcaggaa atagggagtc atggetggtt ctatagcaga gtcatttgga aaagggaaca
gcctgecaaag getggtetgg aggcaaaggg cagggtggtt tgggaaggge agaaagatag
gagcccagga gaccagettg gaaacatggt ggtcacgtgg gecacaagaag taagggecca

gggaggatgg totggaageg ggggageaag cacctctacg ctctagggaa aggeggagtc
aggggagcte tgaggagetg cectetetee cactgagete ttgeteteece cttectectg

catagcagtc cgtctcctce aaacagaggg tcactggttt ggacttcate cctgggcet

In conformitate cu datele bibliografice (www.ncbi.hin.nib.gov) lungimea

fragmentului de 1837 pb din gena leptinei care este restrictat cu enzima Sau3Al in

vederea obtinerii si studierii polimorfismelor la acest locus (figura 32).
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Fig. 32. Situsul de restrictie al enzimei Sau 341 ( sursa www.ncbi.hin.nib.gov)

Fig. 32. The restriction site of the Sau 3AI ( source www.ncbi.hln.nib.gov)

De asemenea este reprezentat schematic locul unde enzima Sau3Al flancheaza

fragmentul de 1837 pb din gena leptinei semnalat de sursa www.ncbhi.hin.nib.gov(figura

32).

6.2.2 . Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP pentru studierea
polimorfismelor la locusul genei leptinei (LEIFFERS si colab., 2002)

6.2.2. Testing and optimization of the protocole with the aim of studying the
polymorphisms at the leptine gene locus (LEIFFERS et al., 2002)

Cel de-al doilea protocol testat si optimizat a fost protocolul propus de Leiffers si

colaboratorii, 2002 , care au studiat diferite polimorfisme existente in intronul si exonul

2 prin tehnica PCR-RFLP, cu ajutorul enzimei de restrictie Sau34/. Deoarece enzima
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de restrictie Mbo I are acelasi situs de restrictie ca enzima Sau3 A I, utlizata de Leiffers si
echipa lui, am testat eficienta acestei enzime de restrictie.

Conform protocolului propus de Leiffers si colab., 2002, lungimea fragmentului
amplificat, rezultat in urma reactiei PCR ar trebui sa fie de 400 pb. In urma restrictiei cu
enzima Sau3AI, utilizata in protocolul original In urma restrictiei fragmentului amplificat
ar trebui sd se obtind urmatoarele fragmente astfel: pentru indivizii homozigoti AA un
singur fragment, cu lungime de 400 pb care nu va fi digerat de enzima, pentru indivizii
heterozigoti AB, ar trebui sd se obtina trei fragmente cu lungimi de 400pb, 300pb si
100pb, iar pentru indivizii homozigoti BB, ar trebui sa se obtind doud fragmente cu
lungimi de 300pb si 100 pb.

In urma testarii protocolului original propus de Leiffers si colab., 2002 s-au obtinut
profilul electroforetic aferent restrictiei fragmentului de 400 pb din gena leptinei cu
enzima de restrictie Sau34l nu a condus in cazul celor 26 de pozitii din gelul de
agaroza la evidentierea prezentei fragmentelor asteptate si au fost detectati si produsi de
amplificare nespecifici, care nu sunt de dorit pentru studierea unui polimorfism de la un

anumit locus (figura 33).

Ladder 1 234567 8 9 10111213

Ladder 14 1516 1718 19 20 2122 232425 26

Fig.33.Rezultatele testarii protocolului initial Leiffers si colab., 2002 (original)
Fig.33.The testing results of the initial protocole Leiffers et al., 2002 (original)
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Deoarece, in urma testarii protocolului original, rezultatele nu au fost cele
asteptate am trecut la optimizarea lui prin mai multe incercari si efectuarea de repetate
amestecuri de reactiit PCR si restrictii enzimatice, in vederea obtinerii fragmentelor
asteptate si a evidentierii polimorfismului dorit.

Rezultatele obtinute in urma efectuarii reactiei PCR in gradient de temperatura cu
probele de ADN provenite de la indivizii ambelor rase luate in studiu, au evidentiat
faptul ca, temperatura optima la care are loc atasarea primerilor este situata intre 58,9% si
64°C, diferite de temperatura  utilizatd in protocolul original. In gelul de agaroza,
profilele corespunzdtoare acestor temperaturi optime, detectate prin reactii PCR 1in
gradient , la care se poate evidentia fragmentul de 400 pb amplificat, corespund pozitiilor
7, 8,9, 10, 11 din gelul de agaroza. In pozitiile 1, 2, 3, 4, 5,6 din gel, temperaturile de
atagare a primerilor au fost apropiate de cele date in protocolul original, dar in care se

poate observa prezenta unor amplificari nespecifice (figura 34)

Ladder 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig. 34. Profilul electroforetic al produsului PCR in gradient de temperatura la indivizii

din rasa Bruna de Maramures si Béltatd romaneasca(original)

Fig. 34. The electroforetic profile of the PCR product in temperature gradient in Bruna

de Maramures and Baltata romdneasca individuals (original)
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S-a concluzionat astfel, ca temperatura optima de atasare la 64°C, ar fi cea mai
indicatda deoarece aceastda temperaturda furnizeazd produsi PCR intacti la ambele
rase.Aceasta este o informatie deosebit de importanta cu privire la reactia PCR care se
desfasoara in conditii foarte bune, fard a rezulta erori de amplificare si aceste rezultate

obtinute au fost hotaratoare pentru optimizarea reactiei PCR.

6.2.2.1. Determinarea temperaturii de aliniere a primerilor si amplificarea

fragmentului de 400 pb din gena leptinei

6.2.2.1. Determination of the primers alignment temperature and amplification of the

400 bp fragment from the leptine gene

Ca urmare a rezultatelor bune, obtinute in urma reactiei PCR in gradient, in urma
efectuarii testelor PCR in conditiile de reactie si parametrii de lucru descrisi la materiale
si metode, atunci cand temperatura de atasare a fost de 64°C, la probele provenite de la
indivizii rasei Baltatd romaneasca in gelul de agaroza, a fost vizualizat fragmentul de
400 pb din gena leptinei, amplificat §i nerestrictat, ce se poate observa in pozitiile 1, 2, 3,
4 s1 5 din gelul de agaroza, in spatiul gol observat in gel nu a fost incarcata nici o proba
(figura 35).

In conditii aseminitoare cu cele utilizate anterior, la probele provenite de la
indivizi din rasa Bruna de Maramures, rezultatele au fost bune atunci cand temperatura de
atasare a primerilor a fost de 64°C. Prezenta fragmentului de 400 pb amplificat dar

nerestrictat, la aceasta rasa, este observata in pozitiile 1, 2, 3, 4 si 5 din gelul de agaroza.
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Ladder 1 2 3 4 5

400 pb

Fig. 35. Profilul electroforetic al produsului PCR la indivizi din rasa Béaltatd romaneasca
st evidentierea produsului de 400 pb(original)

Fig. 35. The electtroforetic profile of the PCR product in Baltata romdneasca individuals
and emphasizing the 400 bp product(original)

Ladder 1 2 3 4 5

400 pb

Fig. 36. Profilul electroforetic al produsului PCR la rasa Brund de Maramures si
evidentierea produsului de 400 pb(original)
Fig. 36. The electtroforetic profile of the PCR product in Bruna de Maramures and
emphasizing the 400 bp product(original)
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6.2.2.2 .Digestia cu enzimele Sau 3AI si Mbol a produsului PCR de 400 pb

si analiza fragmentelor rezultate

6.2.2.2. Digestion with the Sau 3AI and Mbol enzymes of the 400 bp product

and analyzes of the resulted fragments

Dupa obtinerea produsului PCR de 400 pb din gena leptinei si restrictarea lui
enzima de restrictie Sau3A41, la probele provenite de la indivizi din Baltatd romaneasca
au fost obtinute rezultate bune atunci cand am utilizat 1 pl de enzima. (figura 37).

Ladder AB AB AB AA

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig. 37. Profilul electroforetic al fragmentului restrictat cu enzima Sau 34 I la indivizii
din rasa Baltata romaneasca(original)
Fig. 37. The electroforetic profile of the restricted fragment with Sau 34 I in Baltata

romdneasca individuals (original)

In profilul electroforetic, obtinut in gelul prezentat anterior, se evidentiazi
fragmentele de 400 pb si respectiv 300 pb pentru indivizii cu genotip heterozigot AB si

un singur profil, corespunzitor fragmentului de 400 pb, corespunzator unui individ

homozigot AA.
Conform literaturii de specialitate (Leiffers si colab., 2002) si analizei

computerizate a situsurilor de restrictie din gena, alela A nu este restrictatd de enzima Sau
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34 1, 1n timp ce alela B este restrictatd de enzima intr-un singur situs. Aplicarea acestui
protocol conduce la identificarea urmatoarelor genotipuri posibile: AA (400 pb), AB
(400pb, 300 pb si 100 pb) si BB (300 pb si 100 pb).

Rezultatele obtinute, in cazul electroforezei fragmentului restrictat, la indivizii din
rasa Baltata Romaneasca, evidentiaza trei fragmente de 400 pb si respectiv 300 pb si unul
de 100 pb, greu vizibil in gel, ceea ce ne determind sa presupunem ca acesti indivizi ar fi
heterozigoti AB, ultima bandd avand greutate molecularda mica si fiind dificil de
evidentiat in gelul de agaroza. Pentru compararea lungimii fragmentelor obfinute s-a
folosit pentru comparare ladder-ul de 100 pb DNA Step Ladder (Promega).

In urma restrictiei produsului PCR obtinut de la probe de ADN de la alti indivizi
din rasa Baltata romaneasca, in conditii de reactie identice cu cele mentionate anterior, cu
exceptia faptului cd timpul de actiune a enzimei de restrictie Sau3 AI a fost mult marit si
cantitatea de enzima a fost de 2 pl de enzima pe proba, a condus la obtinerea profilelor
heterozigote AB, cu fragmente de 400 pb, 300 pb si 100 pb, ultima banda nefiind bine
evidentiatd 1n  gel si observarea unui individ, homozigot AA, corespunzator
fragmentului de 400 pb ( figura 38).

Ladder AB AB AB AA AB AB AB

€

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

—_—
—_—
-«
e

Fig.38. Profilul electroforetic de evidentiere a heterozigotilor AB (RFLP/Sau 34 1) la
indivizii din rasa Baltata romaneasca(original)
Fig. 38. The electroforetic profile of emphasizing the AB heterozygous (RFLP/Sau 34 1)

in Baltata romdneasca individuals(original)
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Rezultate bune au fost obtinute si atunci cand restrictarea produsului PCR, s-a
facut la probe provenite de la indivizii rasei Bruna de Maramures. Cand a fost realizata
restrictia produsului PCR, de 400 pb, cu 1 pul enzima Sau 341, au fost detectati indivizi
cu genotip AA cu profile corespunzitoare fragmentului de 400 pb si indivizi
heterozigoti cu genotip AB, corespunzatori fragmentelor de 400 pb, 300 pb si
fragmentului de 100 pb putin vizibil in gel (figura 39).

Ladder AA AA AA AB AA AA

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.39. Profilul electroforetic al fragmentului restrictat cu enzima Sau 34 I, 1a indivizii
din rasa Bruna de Maramures(original)
Fig. 39. The electroforetic profile of the restricted fragment with Sau 34 I in Bruna de

Maramures individuals(original)

Atunci cand restrictarea produsului PCR de 400 pb s-a facut la probe provenite de
la alti indivizi ai rasei Bruna de Maramures, cdnd a fost realizata restrictia produsului
PCR de 400 pb cu 2 pul enzima Sau 341. Au fost detectati indivizi cu genotip AA, cu
profile corespunzatoare fragmentului de 400 pb.

Intr-o altd incercare, au mai fost detectati si indivizi heterozigoti cu genotip AB,
corespunzatori fragmentelor de 400 pb , 300 pb respectiv de 100 pb, putin vizibil in gel
(figura 40).
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Ladder AA AA AA AA AB AB

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.40. Profilul electroforetic al fragmentului restrictat Sau 3A4 I la indivizii din rasa
Brunad de Maramureg(original)
Fig. 40. The electroforetic profile of the Sau 34 I restricted fragment in Bruna de

Maramures individuals(original)

In urma efectudrii unei alte reactii PCR, cu probe de ADN, provenit de la indivizi
apartinand ambelor rase studiate, in conditii similare cu probele efectuate anterior, cu
exceptia temperaturii de atasare , fixatd la 59°C ( deoarece in urma reactiei de amplificare
in gradient, temperaturile optime pentru atasarea primerilor se situau intre 58,9 si 64 °Cc )
am dorit sd vedem daca si la aceasta temperatura se obtine fragmentul de 400 pb , fara a
se obtine alti produsi nespecifici de amplificare.

Astfel s-a obtinut fragmentul asteptat de 400 pb, pentru probele provenite de la rasa
Baltata romaneasca, evidentiate in pozitiile 1, 2, 3, 4, 5, 6, din gelul de agaroza (figura 41).
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Ladder 1 2 3 4 5 6

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.41. Profilul electroforetic al produsului PCR nerestrictat de 400 pb la indivizii din
rasa Baltata romaneasca(original)
Fig.41. The electroforetic profile of the unrestricted PCR product of 400 bp in
Baltata romdneasca individuals(original)

In figura 42 se pot observa profilele electroforetice ale fragmentelor de 400 pb, atunci
cand temperatura de atasare a primerilor a fost de 59°C, si s-au utilizat probe de ADN
provenite de la indivizi din rasa Brund de Maramures, la care s-au obtinut rezultate bune de
amplificare cu profile corespunzétoare pozitiilor 1, 2, 3, 4, 5 si 6 din gel (Carsai Crina si

colab., 2008).

Ladder 1 2 3 4 5 6

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.42. Profilul electroforetic al produsului PCR nerestrictat de 400 pb la indivizii din
rasa Brund de Maramures (original)
Fig. 42. The electroforetic profile of the unrestricted PCR product of 400 bp in Bruna de

Maramures individuals (original)
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Intr-o altd incercare, in urma restrictirii produsilor PCR, apartindnd probelor
provenite de la rasa Bruna de Maramures, cu enzima Sau 341, cu termostatarea timp de 8
ore, la 37°C, au fost evidentiate profile corespunzatoare indivizilor homozigoti AA (400
pb) si profile corespunzatoare indivizilor heterozigoti AB, cu fragmentele de 400 pb, 300
pb, si fragmentul de 100 pb care este putin vizibil in gel( figura 43).

Ladder AA AA AB AB AB AB AB ABAAABAB

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb

150 pb
100 nh

Fig.43. Profilul electroforetic al fragmentului restrictat cu enzima Sau 34 I 1a indivizii
din rasa Bruna de Maramures (original)
Fig. 43. The electroforetic profile of the Sau 34 I restricted fragment in Bruna de

Maramures individuals (original)

Atunci cand s-a efectuat o noua incercare pentru probe de la alti indivizi ai rasei Baltata
roméaneasca 1n aceleasi conditii de reactie si parametrii de lucru identici cu cei de la rasa descrisa
anterior, au fost evidentiate profile corespunzitoare indivizilor homozigoti AA (400 pb) si
profile corespunzitoare indivizilor heterozigoti AB cu fragmente de 400 pb, 300 pb, si
fragmentul de 100 pb care este putin vizibil in gel (figura 44).

Cand s-a testat, eficienta digestiei fragmentului de 400 pb din gena leptinei, cu
enzima de restrictie Mbo I, urmand toti pasii descrisi la material si metoda, s-au obtinut

rezultate bune la restrictia produsului PCR, obtinut de la indivizii ambelor rase studiate.
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Ladder AA AA AA AA AB AB AB AB AB AB

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.44. Profilul electroforetic al fragmentului restrictat cu enzima Sau 3 A I 1a indivizii
din rasa Baltata romaneasca (original)
Fig. 44. The electroforetic profile of the Sau 34 I restricted fragment in Baltata

romdneasca individuals (original)

In figura 45 se poate observa profilul electroforetic al fragmentului de 400 pb
nerestrictat, la probe de ADN de la indivizii rasei Brunda de Maramures (pozitiile 1,2) si
fragmentul de aceesi lungime, obtfinut cand s-au utilizat probe de ADN de la indivizii
rasei Baltata romaneasca, profil care poate fi observat in pozitiile 3, 4, 5 cand produsii au
fost migrati in gel de agarozad de concentratie 2% .

In urma restrictiei produsilor PCR, proveniti de la alti indivizi care au apartinut
ambelor rase rezultatele restrictiei au fost bune in cazul utilizarii a 1ul respectiv 2 pl
enzima Mbol.

Atunci cand pentru ambele rase s-au folosit aceleasi conditii de reactie, s —au
obtinut fragmentele corespunzatoare celor trei genotipuri, dupa cum urmeaza, trei indivizi
de rasa Baltata romaneasca cu genotipul homozigot BB (corespunzatori fragmentelor de

300 si 100 pb), de la ferma S.A. Petresti, indivizi cu genotipul homozigot AA
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(corespunzdtori fragmentului de 400 pb) si de asemenea indivizi heterozigoti AB
corespunzatori fragmentelor de 400, 300 si 100 pb. Probele proveneau de la indivizi din
fermele: S.C. Agrozootehnica (Seini), S.C. Livada (Satu Mare), Societatea Agricola
Petresti (Satu Mare), S.C.D.P. Jucu a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara (Cluj — Napoca), si ferme private din judetul Cluj, ferma Corujan (Floresti), si
ferma S.C. Crisan (Gherla).

Ladder 1 2 3 4 5

400 pb
300pb

200pb

100 pb

Fig.45. Profilul electroforetic al fragmentului de 400 pb nerestrictat din gena
leptinei(original)
Fig. 45. The electroforetic profile of the 400 bp unrestricted fragment from leptine
gene(original)

Profilul electroforetic obtinut in urma restrictiei fragmentului de 400 pb din gena
leptinei atunci cand s-au utilizat 1pul enzimd evidentiaza, indivizi cu genotipul homozigot
AA 1n randul indivizilor ambelor rase, homozigot BB numai la indivizi rasei Baltata
romaneasca si heterozigot AB, la indivizi apar{inand ambelor rase dar cu observatia ca la
probele provenite de la unii indivizi din rasa Bruna de Maramures este o digestie partiala

atat cu enzima Sau3AIl cat si cu enzima Mbol ( figura 46).
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AB AA BBAA AB AA AA AA L AB AB AB AA ABAB AB

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.46. Profilul electroforetic al fragmentelor restrictate cu enzima Mbol la rasele Béltata
romaneascd si Brund de Maramures (original)
Fig. 46. The electroforetic profile of the Mbol restricted fragments in Baltata

romadneasca and Bruna de Maramures (original)

Rezultatele unei noi restrictii, cu 2ul enzima Mbol, efectuatd pe alte probe
provenite de la alti indivizi din rasa Baltatd romaneascad, au dus la obtinerea profilului
electroforetic al probelor de ADN migrate in gel de agaroza agaroza de concentratie 4%,
profile corespunzatoare indivizilor cu genotip homozigot AA, heterozigot AB si

homozigot BB ( figura 47).

AB AABB AA AB AAAAL

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb

Fig.47. Profilul electroforetic al fragmentelor restrictate cu enzima Mbol
gel de agaroza 4% la rasa Baltatd romaneasca (original)
Fig. 47. The electroforetic profile of the Mbol restricted fragments in 4% agarose gel in

Baltata romdneasca (original)
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6.2.2.3. Purificarea produsului PCR pentru eliminarea artefactelor

6.2.2.3. Purification of the PCR product with the aim of artifacts elimination

Pentru a se elimina posibilele artefacte din profilele electroforetice se recurge la o
prealabila purificare a produsului PCR de 400 pb din gena leptinei la probele de ADN
provenite de la ambele rase cand digestia s-a facut cu enzima Sau3AL

Pentru evidentierea eventualelor contaminari sau amplificari nespecifice,
comparativ, s-a utilizat pentru restrictare, produs PCR ca atare si purificat, atat la rasa
Bruna de Maramures cat si la Baltata romaneasca

Atat probele restrictate cu enzima de restrictie Sau 341 cét si cele nerestrictate au
fost migrate in gel de agaroza de concentratie 3% .

La probele purificate, provenite de la rasa Brund de Maramures au fost obtinute
fragmente de 400 pb corespunzdtoare indivizilor homozigoti AA si fragmente de 400
pb, 300pb, si 100 pb pentru indivizii heterozigotii AB (figura 48).

Ladder AA  AA AA AA AB AB

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.48. Profilul electroforetic al fragmentului purificat si restrictat cu enzima Sau 34 I la
indivizii din rasa Brund de Maramures (original)
Fig. 48. The electroforetic profile of the purified and Sau 3A4 I restricted fragment in

Bruna de Maramures individuals (original)
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La probele purificate provenite de la rasa Baltata romaneascd s —au obfinut
profile pentru indivizii ce prezinta genotipul homozigot AA si profile pentru indivizii cu
genotip heterozigot AB ( figura 49).

Si1n acest caz, atat probele restrictate cat si cele nerestrictate (cu enzima de

restrictie Sau 3A1) au fost migrate n gel de agaroza de concentratie 3% .

Ladder AA AA AA AA AB AA AA

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.49. Profilul electroforetic al fragmentului purificat si restrictat cu enzima
Sau 34 1'la indivizii din rasa Béltata romaneasca (original)
Fig. 49. The electroforetic profile of the purified and Sau 34 1 restricted fragments in

Baltata romdneasca individuals (original)

Comparativ, au fost realizate reactii de  amplificare pentru probe de ADN
prelevat de la rasele Baltata romaneascad si Bruna de Maramures comparativ cu cele doua
protocoale utilizate de cercetatorii Pomp i colab. (1997) si Leiffers si colab. (2002).

Cu protocolul propus de Pomp si colab. (1997) a fost obtinut produsul PCR de
1820 pb , dar rezultatele amplificarii pentru rasa Bruna de Maramures si pentru rasa

Baltata romaneasca au fost satisfacatoare in ceea ce priveste studiul polimorfismului la

acest locus .
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S-a obtinut doar produsul PCR de 1820 pb dar la restrictie cu aceasta enzima, nu

evidentiaza fragmentele asteptate (figura 50).

Ladder 1(BM) 2(BM) 3(BR) 4(BR) 5(BR)

1800 pb

800 pb
600 pb

400 pb
200 pb

Fig.50. Profilul electroforetic al fragmentului nepurificat si nerestrictat la indivizii din
rasa Brund de Maramures (BM) si Béltata romaneasca (BR), conform protocolului
utilizat de Pomp i colab. (1997) (original)

Fig. 50. The electroforetic profile of the unpurified and unrestricted fragments in Bruna
de Maramures (BM) and Baltata romaneasca (BR) individuals, according to Pomp et al.

(1997) protocole (original)

Probele migrate in pozitiile 1 si 2 din gel, au provenit de la indivizi din rasa Bruna
de Maramures, iar probele din pozitiile 3, 4 si 5 din gelul de agaroza corespund probelor

de ADN provenite de la rasa Béltata romaneasca.
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Atunci cand s-a utilizat protocolul propus de Leiffers si colab. (1997) optimizat
ulterior in laboratorul nostru, am obtinut rezultate bune atdt in ceea ce priveste

amplificarea fragmentului cat si restrictia cu enzime de restrictie (figura 51).

Ladder 1(BM) 2(BM) 3 (BR) 4 (BR) 5(BR)

400 pb
300 pb
250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

Fig.51 Profilul electroforetic al fragmentului nepurificat si nerestrictat la indivizii din
rasa Brund de Maramures (BM) si Béltata romaneasca (BR), conform protocolului
utilizat de Leiffers si colab. (1997) (original)

Fig.51 The electroforetic profile of the unpurified and unrestricted fragments in Bruna de
Maramures (BM) and Baltata romaneasca (BR) individuals, according to Leiffers et al.,

(1997) protocole (original)

Protocolul optimizat, a dat ulterior rezultate bune, in ceea ce priveste evidentierea

fragmentului de 400 pb din gena leptinei la rasele Brund de Maramures (BM) si Baltata

romaneasca (BR).

183



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

6.2.2.4 Optimizarea computerizata §i analiza de secvente in vederea determindrii

polimorfismului Sau3 Al din gena leptinei

6.2.2.4. Computerized optimization and analyze of the sequences with the aim of Sau 3

Al polymorphism identification from leptine gene

Sursa de documentare www.ncbi.hin.nib.gov mentioneaza ca in gena leptinei
enzima de restrictie, Sau 34 I, recunoaste urmatoarea secventa si are urmatorul situs de
restrictie:

57 ... GATC ... 3’
3..CTAG... 5

De asemenea, pentru protocolul utilizat de Leiffers si colab. (2002) se specifica
faptul cd dimensiunea produsului PCR este 400 pb, iar in sursa www.ncbi.hin.nib.gov s-a

demonstrat ca dimensiunea produsului PCR era de 422 pb (tabelele 10 s1 11).

Tabelul 10

Structura fragmentelor din gena leptinei obtinute In urma restrictiei cu ajutorul enzimei
Sau 34 I(sursa www.ncbi.hin.nib.gov)
Table 10

The structure of the fragments from the leptine gene obtained after restriction with

Sau 34 1 (source www.ncbi.hln.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)
1 Sau3AI - capatul din 33 -422 390
dreapta
5 Capatul din stanga - 1-32 32
Sau3Al
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Tabelul 11

Structura fragmentelor din gena leptinei obtinute in urma restrictiei cu ajutorul enzimei
Sau 34 I (sursa www.ncbi.hin.nib.gov)
Table 11

The structure of the fragments from the leptine gene obtained after restriction with

Sau 34 1 (source www.ncbi.hln.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)

Capatul din stanga -

1 P S 1-32 32
Sau3Al
Sau3AI - capatul din

) 33-422 390
dreapta

Structura  fragmentului din gena leptinei obtinut conform sursei

www.ncbi.hin.nib.gov In urma restrictiei cu ajutorul enzimei Sau 34 I este urmatoarea:

t ggagtggctt gttattttct tctcccaaca agatcttcee

aacccaggga ttgaacctgg gtcttctaaa ttgcaggceag attctttacc gtctgageca
ccagggaaac ccataagacc ttgtgaagac tattaagata gtcatctaga caacaagact
atcttaatag tcttcataag gtcttcatga gactaaatta gataaagcaa gtgaccctce
ctgaataccc ttgcagaacc agaactgtgt gtgccctett tcaaggtttt cagtcatgac
ttttgatage ttcccacctt aaaagccaac ttgetcacct gegtggagea atctggagac
ttccacatct cctgaccact ctatatttct aacagtggct ttgggaagec agagageagt

taggtagccagaagegggga ¢
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Conform sursei www.ncbi.hln.nib.gov, se poate observa lungimea fragmentului
de 422 pb din gena leptinei, restrictat cu enzima Sau3Al in vederea obfinerii
polimorfismelor la acest locus. Fragmentele obtinute in urma restrictiei, conform acestei
surse, sunt urmatoarele :pentru genotipul homozigot AA se obtine un singur fragment de
422 pb, pentru genotipul homozigot BB se obtin fragmente de 390 pb si 32 pb , iar pentru
genotipul heterozigot AB se obfin fragmente de 422 pb, 390 pb si 32 pb, fragmente
diferite de cele obtinute conform protocolului Leiffers si colab., 2002, unde se obfine
pentru genotipul homozigot AA un singur fragment de 400 pb, pentru genotipul
homozigot BB se obtin fragmente de 300 pb si 100 pb , iar pentru genotipul heterozigot
se obtin fragmente de 400 pb, 300 pb si 100 pb (figura 52).

/I R R BN R N AR PR R /.
|
sauanl

16000

So00

1008

00

100

Fig.52. Situsul de restrictie al enzimei Sau 341, pentru fragmentul de 422 pb din gena
leptinei (sursa www.ncbi.hin.nib.gov)
Fig.52. The restriction site of the Sau 3Al, for the 422 bp fragment from the leptine gene

(source www.ncbi.hln.nib.gov)
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6.2.3 Testarea si optimizarea protocolului PCR —RFLP pentru studierea
polimorfismelor la locusul genei leptinei (LIEN gi colab.,1997)

6.2.3.Testing and optimization the PCR — RFLP protocole with the aim of studying the
polymorphisms at the leptine gene locus (LIEN et al., 1997)

Cel de-al treilea protocol, testat si optimizat, a fost protocolul propus de Lien si
colab., 1997, in care echipa de cercetare a studiat la locusul genei leptinei,
polimorfismele dintre intronul 2 si exonul 3 la mai multe rase de taurine, prin tehnica
PCR-RFLP, cu ajutorul enzimei de restrictie Bsa A I, cunoscuta si sub denumirea de Ppu
211. Modificarea din situsul de restrictie de tip G-C, in pozitia 1620, a fost identificata cu
aceasta enzima.

Rezultatele nu au fost cele asteptate atunci cand s-a utilizat protocolul original cu
conditiile si parametrii descrisi de acesta. La temperatura de atasare a primerilor,
prevazutd de protocol ca fiind de 64°C, si in urma restrictiei fragmentului amplificat, nu
s-au obtinut rezultate bune.

In urma restrictiei cu enzima BsaAl conform literaturii de spcialitate, fragmentele
asteptate pentru fiecare genotip trebuiau sa fie urmatoarele: pentru genotipul homozigot AA - un
singur fragment de 522 pb, alela A fiind nerestrictata de enzima, pentru genotipul homozigot BB
fragmente de 441 pb si 81 pb, enzima tdind intr-un singur situs alela B, iar pentru genotipul
heterozigot AB se obtineau fragmente de 522 pb, 441 pb si 81 pb.

Profilele electroforetice ale fragmentelor de 522 pb din gena leptinei, amplificate
si restrictate nu au condus la rezultate bune in urma testarii protocolului ca atare,
deoarece se observa prezenta unor produsi de amplificare nespecifici pe langd cei

specifici.
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Acest lucru a fost prezent la toate cele 19 pozitii din gelul de agaroza (figura 53).

Ladder 1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 151617 18 19

522 pb

250 pb
200 pb
150 pb
100 pb

UL LETT THE EE
L T

Fig.53.Profilul electroforetic al probelor amplificate si restrictate in urma testarii
protocolului Lien §i colab., 1997.
Fig.53. The electroforetic profile of the amplified and restricted samples according to the
Lien et al., 1997.

In urma acestei testari rezultatele nu au fost multumitoare si pentru a se elimina

orice produsi nespecifici, am recurs la optimizarea protocolului.

6.2.3.1 Amplificarea fragmentului de 522 pb din gena leptinei
6.2.3.1 The amplification of the 622 bp fragment from the leptine gene

S-a facut o reactie PCR si in aparatul Real-Time PCR , obfinandu-se graficul de
amplificare, iar conditiile de reactie au fost diferite de cele ce vor urma, deoarece mixul

de reactie PCR 1in aceasta situatie, a fost format de fapt dintr-un mastermix denumit
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Sybrgreen Supermix, 2ul de ADN din fiecare proba si 2ul din fiecare primer sens si
antisens. In graficul rezultat in urma amplificirii fragmentului de 522 pb din gena
leptinei in aparatul Real Time PCR, unde se pot observa cele patru curbe ale probelor de
ADN, amplificate in cele 35 cicluri de amplificare si proba martor, pe verticala este
prezentatd rata amplificarii, iar pe orizontala este prezentat numadrul ciclului de
amplificare, aceste reactii, fiind facute cu probe de ADN, provenite de la indivizii

ambelor rase luate in studiu, pentru acest locus (figura 54).
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Amplification cycles
Fig.54. Rata amplificarii si ciclurile de amplificare a fragmentului de 522 pb
din gena leptinei
Fig.54.The amplification rate and amplification cycles of the 522 pb fragment
from the leptine gene

Protocolul optimizat si testat prin reactia PCR efectuata in Real Time PCR a dat
rezultate bune atat la probele de ADN provenite de la indivizi din rasa Béltatd romanesca
ce apartin pozitillor 1, 2 din gel cat si la cele provenite de la rasa Bruna de Maramures
ce apartin pozitillor 3, 4 din gelul de agarozd corespunzitoare fragmentului de 522 pb

amplificat dar netrestrictat (figura 55).
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Ladder 1 2 3 4
522 pb

Fig. 55. Profilul electroforetic al fragmentului nerestrictat de 522 pb din gena
leptinei
Fig. 55. The electroforetic profile of the 522 bp unrestricted fragment from the

leptine gene

190



Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

6.2.3.2 Evidentierea polimorfismului de tip RFLP /BsaAl din gena leptinei
6.2.3.2 Emphasizing of the polymorphism RFLP /BsaAl type from the leptine gene

Dupa reactia PCR, facutd la temperatura de atasare a primerilor, stabilita la 59 °Cc
s restrictarea probelor amplificate cu enzima de restrictie Bsa A/, pentru evidentierea
polimorfismelor la acest locus s-au obtinut fragmentele asteptate pentru acest
polimorfism, dupa ce am optimizat protocolul propus de Lien si colab., 1997.

In urma restrictiei cu enzima Bsa A I, la indivizii din rasa Bruni de Maramures au
rezultat fragmente de 522 pb, 441pb si 81pb corespunzatoare indivizilor cu genotip
heterozigot AB si fragmente de 522 pb corespunzdtoare indivizilor cu genotip homozigot
AA (Cargai si colab., 2007).

Profilul electroforetic al fragmentelor restrictate cu 2ul din enzima BsaAl, a fost

evidentiat prin migrarea probelor in gel de agarozd de concentratie 4%, si obtinerea

unor indivizi cu genotip homozigot AA si heterozigot AB (figura 56) .
AA AA Ladder AB AB

Fig.56.Profilul electroforetic al fragmentelor restrictate cu enzima Bsa Al migrate in gel

de agaroza 4% la rasa Brund de Maramures

Fig.56. The electroforetic profile of the restricted fragments with the Bsa AI enzyme

migrated in 4% agarose gel in Bruna de Maramures
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In urma restrictiei cu 1pl enzima Bsa AI a probelor provenite de la indivizi din la
rasa Baltatd romaneascd au rezultat fragmente de 522 pb, 441pb si respectiv 81 pb,
corespunzatoare indivizilor cu genotip heterozigot AB (Carsai si colab., 2008) .

De asemenea, au mai rezultat si fragmente de 441 pb si 81 pb corespunzitoare

indivizilor homozigoti BB si fragmente de 522 pb corespunzatoare homozigotilor AA

L BBBBABABAA ABBBABAA ABAA ABABABABAA ABABAB

522pb

Fig. 57.Profilul electroforetic al probelor restrictate cu enzima Bsa Al migrate in gel de
agaroza 4% la rasa Baltata romaneasca
Fig. 57. The electroforetic profile of the restricted fragments with the Bsa Al enzyme

migrated in 4% agarose gel in Baltata romaneasca

Pentru protocolul utilizat de Lien si colab. (1997), se specifica faptul cd dimensiunea
produsului PCR este de 522 pb, iar in urma analizei computerizate a situsurilor din gena
leptinei, pentru enzima BsaAl, sursa www.ncbi.hin.nib.gov, semnaleaza prezenta unei baze
suplimentare in produsul PCR total obtinut, adica de 523 pb .

Sursa de documentare www.ncbi.hin.nib.gov mentioneaza cd in gena leptinel
enzima de restrictie, Bsa Al, recunoaste urmatoarea secventd si are urmatorul situs de
restrictie:

5 ...ACGT ... 3’

37..TGCA ... 5’
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Se observa structura fragmentelor din gena leptinei rezultate in urma restrictiei cu
enzima Bsa Al si fragmentele care rezultd in urma actiunii enzimei, incepand din capatul
din dreapta spre capatul din stanga (tabelul 12).

Tabelul 12

Structura fragmentelor din gena leptinei obtinute in urma restrictiei cu ajutorul enzimei
Bsa Al (sursa www.ncbi.hln.nib.gov)
Table 12

The structure of the fragments from the leptine gene obtainede from Bsa Al restriction
(source www.ncbi.hin.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)
1 BsaAl - capatul din 83.523 441
dreapta
Capatul din stanga -
2 Bsadl 1-82 82

In tabelul 13 se observa structura fragmentelor din gena leptinei obtinute in urma
restrictiei cu enzima Bsa Al si fragmentele care rezultd in urma actiunii enzimei, incepand
din capatul din stanga spre capatul din dreapta.

Tabelul 13

Structura fragmentelor din gena leptinei obtinute In urma restrictiei cu ajutorul enzimei
Bsa Al(sursa www.ncbi.hiln.nib.gov)

Table 13

The structure of the fragments from the leptine gene obtainede from Bsa Al restriction
(source www.ncbi.hln.nib.gov)

Nr.crt Capete Coordonate Lungime (pb)
No. Heads Coordinates Length (bp)
1 Capitul din stAnga - BsaAl 1-82 82
2 BsaAl - capatul din dreapta 83-523 441

193




Cercetari privind polimorfismul la locusul genei leptinei in scopul aplicarii selectiei
asistate de markeri genetici la taurine

Structura  fragmentului din gena leptinei obtinut conform sursei

www.ncbi.hin.nib.gov In urma restrictiei cu ajutorul enzimei Bsa 4 [ este urmatoarea:

gtctggaggcaaagggcagggtggtttgggaagggcaaagataggageccagg
agaccagcttggaaacatggtgg

tcacgtgggcacaagaagtaagggcccagggaggatggtgtggaageggggage
aagcacctctacgctagggaa

aggcggagtcagggggagetctgaggagetgcectectgaggagetgecctetcteccactgagetettgetct
ccccttectectgeattagecag
tcecgtetecttccaaacagagggtcaactggtttggactecetgggetectgggctecacect
ctcectgagtttgtccaagatg
gaccagacattggcgatctaccaacagatcccagtcgettccagaaatgtcttccagaaatgaaatgttg
gtcccaaaatatccaatgacctg
gagaacctccggggcagacccttctcacctgetggeggectaagageccectttgeecg

caggtcagggecctggagage
ttggagagctttgggcgttgtccctggaagettccctcactcacccagggtggggtgagggtog

In figura 58, conform sursei www.ncbi.hin.nib.gov, se poate observa ci lungimea
totala a fragmentului, ob{inut prin amplificare cu primerii propussi de Lien, este de 523
pb din gena leptinei, care ulterior este restrictat cu enzima Bsa Al in vederea obfinerii
polimorfismelor la acest locus.

Fragmentele obtinute in urma restrictiei, conform aceste surse, sunt urmatoarele:
pentru genotipul homozigot AA, se obfine un singur fragment de 523 pb, pentru
genotipul homozigot BB, se obf{in fragmente de 441pb si 82 pb , iar pentru genotipul
heterozigot AB se obtin fragmente de 523 pb, 441pb si respectiv 82 pb, fragmente
diferite de cele obtinute conform protocolului Lien si colab,( 1997), unde se obtine pentru
genotipul homozigot AA un singur fragment de 522 pb, pentru genotipul homozigot BB
se obtin fragmente de 441 pbsi 81 pb , iar pentru genotipul heterozigot AB se obtin
fragmente de 522 pb, 441pb si 81 pb.
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Fig.58. Situsul de restrictie al enzimei Bsa A 11, pentru fragmentul de 523 pb din gena

leptinei (sursa www.ncbi.hin.nib.gov)

Fig.58. The restriction site of the Bsa A Il for the 523 bp fragment from the leptine gene

(source www.ncbi.hln.nib.gov)
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6.3 CONCLUZII PARTIALE
6.3. PARTIAL CONCLUSIONS

» Aplicarea temperaturii determinata in gradient la protocolul propus de Pomp si
colab. (1997) a dat rezultate satisficatoare, obginandu-se produsul de amplificare
asteptat, de 1820 pb, la probele de ADN provenite de la indivizii din rasele
Baltata romaneasca si Bruna de Maramures.

» La rasa Baltata romaneasca, s-a constatat ca adaugarea in amestecul de reactie
PCR a 1pl MgCl, de concentratie 10 mM, a dus la rezultate mai bune ale
amplificarii produsului de 1820pb din gena leptinei.

= In urma efectudrii incercirilor de determinare a temperaturii de atasare a
primerilor, pentru amplificarea fragmentului de 1820 pb, s-a determinat ca
temperatura optimd de atasare temperatura de 64°C, la care s-a obtinut
produsul asteptat.

= In urma analizei computerizate a secventei intregi a genei leptinei de 4067
pb, s-a constatat ca exista o eroare in protocolul lui Pomp si colab. (1997)
la nivelul unei nucleotide situate in primerii antisens, printr-o inlocuire de
tipul Citozina -Timina.

» Rezultatele obtinute in cazul electroforezei in gel de agaroza si a evidentierii
fragmentului de 400 pb din gena leptinei, restrictat cu enzima de restrictie Sau3Al,
utilizand protocolul propus de Leiffers si colab., 2002 si optimizat de noi, la
probele de la indivizii provenifi din rasele Baltata Romaneascd si Bruna de
Maramures, evidentiazd fragmentele de 400 pb, 300 pb si 100 pb, ultima banda
de 100 pb, avand greutate moleculara mica, este dificil de evidentiat in gel.

» Pentru indivizii homozigo{i AA profilul corespunzitor este un singur
fragment de de 400 pb, aceastd aleld nefiind digeratd de enzima, pentru
indivizii heterozigoti, sunt evidentiate trei fragmente de 400pb, 300pb si
100 pb, iar pentru indivizii homozigoti BB, sunt evidentiate doar doua

fragmente de 300pb si de 100 pb.
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= fn urma efectudrii amplificarilor comparative, intre rasele Baltati
Romaneascad si Bruna de Maramures, cu protocoalele utilizate de Pomp §i
colab. (1997) si Leiffers si colab. (2002, au fost obtinute rezultate
satisfacdtoare atdt pentru rasa Brund de Maramures cat pentru rasa
Baltata romaneasca, in conditiile optimizarii protocolului Pomp i colab.
(1997 si rezultate bune la ambele rase cu protocolul propus de Leiffers si
colab. (2002) de asemenea optimizat de noi.

= (Cand restrictia fragmentului de 400 pb a fost realizata cu ajutorul enzimei Sau
341, in cazul protocolului Leiffers si colab. (2002), s-a obtinut o digestie parfiald
la indivizii heterozigoti AB care aveau trei fragmente de 400, 300 si 100 pb,
fragmentul de 100 pb nefiind suficient evidentiat in gelul de agaroza.

= Rezultate bune au fost obtinute si atunci cand restrictarea produsului PCR
de 400 pb, s-a facut cu enzima Mbol, folosita in diferite concentratii.

> In populatiile studiate, apartinitoare raselor Biltata romaneasca si Bruni de Maramures, in
urma genotipizarii, au rezultat profile corespunzitoare genotipurilor homozigot AA,
respectiv BB si heterozigot AB, iar la unele probe, provenite de la rasa Bruna de
Maramures, s-a constatat ca se produce o digestie partiala a produsului PCR de 400 pb,
probabil datoritd unei mutatii aparuta in situsul de restrictie.

» Protocolul propus de Lien §i colab. (1997) a condus la obtinerea de rezultate bune,
obtinandu-se profilele corespunzatoare homozigotilor AA, heterozigotilor AB si
homozigotilor BB, in urma restrictiei cu enzima BsaAl. Acest protocol fiind odata
testat si optimizat va putea fi utilizat in viitoarele teste de stabilire a polimorfismelor
la locusul genei in vederea testdrii de asocieri cu diferite Insusiri calitative si

cantitative.
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CAPITOLUL VII

TEHNICA SECVENTIERII APLICATA FRAGMENTULUI DE 400 pb DIN
GENA LEPTINEI

CHAPTER VII
SEQUENCING TECHNIQUE APPLIED TO THE 400 bp FRAGMENT FROM
THE LEPTINE GENE

Secventierea fragmentelor ADN, pe un secventiator automat (Applied
Biosystems) se realizeaza in capilare care contin polimer o rezolutie foarte inalta.
Principiul constd in migrarea prin capilar, a ADN marcat cu 4 fluorocromi diferiti.
Fragmentele de ADN sint separate in functie de marime si traverseaza regiunea din
dreptul unui fascicul laser. Laserul excitd fluorocromii care emit fiecare un semnal
cu lungimi de unda diferite, detectat de o camera video cuplatd cu un spectrograf
(CDD). Prin intermediul unor filtre, datele privind intensitatea emisiilor sint
colectate si conservate sub forma unor semnale electrice. Un program informatic,
conectat la secventiator, permite analiza automatizata si convertirea directd a datelor
in secvente nucleotidice. Secventele se obtin in format ABI (electroforegrame) si in
format text. Acestea sunt ulterior analizate cu programe informatice cum ar fi
BioEdit, Clustal w, Mega, Chromas.Una din metodele de secventiere aplicatd pe acest
analizor genetic este cea enzimatica, dezvoltatd de Sanmger si colaboratorii. Aceastad
metoda se bazeazd pe utilizarea unor nucleotide modificate, 2',3'- dideoxiribonucleotid
trifosfati (ddNTP), care joacd rolul de terminatori de lant in timpul reactiei de
polimerizare enzimaticd a ADN. Datoritd actiunii ADN polimerazelor, ddNTP-urile sunt
incorporate in catena in curs de elongare a ADN asa cum sunt utilizate dNTP-urile
normale. Diferenta constd in faptul cd un ddNTP incorporat, marcat cu fluorocromi,
declangeazd, la un moment dat, blocarea elongarii. Dezvoltarea PCR a permis

descoperirea si caracterizarea unor noi ADN
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polimeraze, cum este ADN polimeraza modificata, care este foarte utila si in secventiere,
in special pentru regiunile cu structuri secundare. Secventierea prin PCR, integratd in
sistemul automat, neradioactiv (cu fluorocromi), are avantajul ca permite atat
secventierea ADN dupa clonare intr-un vector (ex. fagul M13) ca in celelalte sisteme de
secventiere, dar si direct, a produsului obtinut prin PCR, fira o clonare prealabila (Sanger,
F, 1980).

Gena leptinei a carei fragment de 400 pb, urmeaza sa-1 secventiem, are urmatoarea

lungime si secventa de nucleotide (sursa www.gene bank):

Bos taurus - leptina (GENA OBEZITATII)

LOCUS  BTUS50365 4067 bp ADN
VERSIUNE  U50365.1 GI:2196855

SURSA Bos taurus (TAURINE)
ORGANISM BOS TAURUS

Eukaryota; Metazoa; Chordata,; Craniata; Vertebrata, Euteleostomi,
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Ruminantia;

Pecora; Bovidae,; Bovinae,; Bos.

REFERINTE 1 (NUCLEOTIDE 1 LA 4067)
SURSA 1..4067

gena <1108..>3365

gena="obezitatii"

ARN mesager <1108..1251,3006..>3365)
gena="obezitatii"

produs="leptina"

Codonul start (1108..1251,3006..3365)
codon_start=1

proteina_id="AAB61244.1"
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db_x ref="GI:2196856"

Proteina
"MRCGPLYRFLWLWPYLSYVEAVPIRKVQDDTKTLIKTIVTRINDIS

HTQSVSSKQRVTGLDFIPGLHPLLSLSKMDQTLAIYQQILTSLPSRN
VVQISNDLENLRDLLHLLAASKSCPLPQVRALESLESLGVVLEASL
YSTEVVALSRLQGSLQDMLRQLDLSPGC"

1 gaattcacgg ttccatgact ttggagtttc agacatcctg agtgaacacg gtaggctgag

61 agtgtatgtg ctctetetgg cettcaggtce tttgtaccag ctgetetett ggecacttat
121 ggcaaccact tgtattcttc caagacctce cettegectt caatacccag ctcaggegac
181 acctcttctc agggaggceca ctttgtaatc ctgecaatate ttgtecttet tgecagagete
241 tttcttaaaa aaaaaaaaaa aatatatata tatatatata taatttattt ttaattgaag
301 ggtaattgct ttacaatatt gtgttggttt cagccatact tgcagagcte tttcctectg
361 tactgctacg gectgtttac tatctceect attaaactgg aaacactttg agagtaaaaa
421 aacatccgtt gttcactgtg geatccttgg tgeccageac tgegtetgat tatcagacct
481 tctgtaagtg ccegteggag tcaggetece aatgggagag aaaggaagea ataaagecag
541 tggtaaatge catcacggag gtatcagtge getgetgtga gagagtaatg aagaggacag
601 tcacataaac tctaataata gggtagtaat agagaacctt tcacaactcc tttaaagetc
661 tttcacgcac attatctaat ttgatcctca taaaaccctg gagataggta cattgtgggg
721 gatacagggg gagtttttag cggttatggg atatgectge agtcgtacag ctattaaatg
781 tctggattca aaccagacct tgaaagcccg cegtecacce getcgtgeece tggetcactg
841 ctgcgtggte tacageacac ctectgtggt tttcttgatt ccgecgeacc tetccecagg
901 gagtgccttt cattactgtc atttctagac aatgaattgt ctttgaggag atgatagcca
961 tggcagacag caaatctcgt tgttatccge atctgaagac gtggatgegg gtggtaacgg
1021 agcacgtggg tgttctcgga gatcgacgat gtgccacgtg tggtttette tgttttcagg
1081 ccccagaage ccatcceggg aaggaaaatg cgetgtggac cectgtateg attectgtgg
1141 ctttggecect atctgtetta cgtggagget gtgeccatee geaaggteca ggatgacace
1201 aaaaccctca tcaagacaat tgtcaccagg atcaatgaca tctcacacac ggtagggagg

1261 gactgggaga cgaggtagaa ccgtggecat ceecgtggggg accccagagg ctggeggagg
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1321 aggctgtgea gecttgecaca ggeeccagtg gectggacge ceceetggea taaagacage

1381 tectetectce ctetacttece cttgectect gecttetcac tetecteect cccagacegg

1441 aatcctagtg cccaggccca gaaggagtca cagaggtect ggggteccct tggcaggtgg
1501 ccagaaccce agecageagte cetectgggece tecatetcat ttctagaatg ttttagtcgt

1561 taggcattct tcctgectgg taactgaget tagaccctge gagcetcatta ctcattactg

1621 ccagcectge ctgtcaagece ctcttcagat acaaccctet gtgtttttgt aaatagttat

1681 cagtgtctct tggggcattt tttctgaggt ccataagetc agacctgeaa ccatagatga

1741 ggtctgtatt tagaatgagg gagatgtctg taaagtctta agctagtcag gttccacaag
1801 gtttttaaac tccagtttce tcatctagaa aatgaaagtg ggaaagtgtt agttgetcag

1861 tcatgtccaa ctctttgaga ccccatgaac tgtagtctac caggetecte tgtccatgaa

1921 attcttcagg caagaatact ggagtggctt gttattttct tctcccaaca agatcttcee

1981 aacccaggga ttgaacctgg gtcttctaaa ttgcaggeag attctttace gtctgageca
2041 ccagggaaac ccataagacc ttgtgaagac tattaagata gtcatctaga caacaagact
2101 atcttaatag tcttcataag gtcttcatga gactaaatta gataaagcaa gtgaccctee

2161 ctgaataccc ttgcagaacc agaactgtgt gtgccctctt tcaaggtttt cagtcatgac

2221 ttttgatage ttcccacctt aaaagecaac ttgetcacct gegtggagea atctggagac
2281 ttccacatct cctgaccact ctatatttct aacagtggcet ttgggaagee agagageagt
2341 taggtagcca gaagcgggga cagatcagaa atagacagtg tetgeatttc ctagagaaaa
2401 gccecttaaat tcattgettt caaaacagtc attcagcaag ctgtacacaa tagacccaga
2461 gtgccccaac ctgtgtggtg ccgggattga ttgctgtggg tggeggagag gggagagece
2521 ctctggtaac cagggttact tgagcagage agtgagetgg ggcatcgetg gggtaatgge
2581 ctgaatccct tagggggtga gacttcctgg agaatctgac tgtgagggag gagtetgctt
2641 ggggtggaag agttggggac ggggaatgta cggaagacct caatgectgg ggaagaaact
2701 caagcaggaa atagggagtc atggctggtt ctatagcaga gtcatttgga aaagggaaca
2761 gcctgcaaag getggtetgg aggcaaaggg cagggtggtt tgggaaggge agaaagatag
2821 gagcccagga gaccagettg gaaacatggt ggtcacgtgg gecacaagaag taagggecca

2881 gggaggatgg tgtggaageg ggggaggaag cacctetacg ctetagggaa aggeggagte
2941 aggggagctc tgaggagetg ccctetetee cactgagete ttgetcteec cttectectg

3001 catagcagtc cgtctectce aaacagaggg tcactggttt ggacttcate cetgggetee
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3061 accctctect gagtttgtce aagatggace agacattgge gatctaccaa cagatcctca
3121 ccagtctgee ttccagaaat gtggtccaaa tatccaatga cctggagaac ctececgggace
3181 ttctccacct getggeegee tccaagaget geeecttgee gecaggtcagg gecctggaga

3241 gcettggagag cttgggegtt gtcctggaag cttcectcta ctccaccgag gtggtggece
3301 tgagccgget gcaggggtcea ctacaggaca tgttgeggea getggaccte agtecccgggt
3361 gctgaagect tgaaggectc tettcccaaa gtccagggaa gaaacctgag cttetggetg
3421 tccacaggag aagagagcct atgtgggcat cctttatgca ggeccageggg ceatttctet
3481 ctcgetecte tcagetgete ttccaaagge agaaaactge gaggecaggaa accaaagata
3541 taaatacaga ttccacgccc accgggaagg ggggcccatc cagcaaacac tagaccggag
3601 ctgggatttt cacagcagtc ttcctceetg ttccagetee ctetcactge atgettcage
3661 gtgacctggg gtgatttcag agectttgga ccatcaagea agattcecte tgagaatceca
3721 gggagcatca tgaaggctac agcacataca getggatatt cccacacaac atacgatgga
3781 agcatttatt tatttattat gcattttatt ctgaatgaat ttgaagcaaa acaccagctt
3841 ttccaggcte tttggggtca getggggtga ggaacgetee tggggtgcce atcgacagge
3901 ctcactgagg caaacccatt ttgagtgact tgaggectct caagtttgtt ctccagggac
3961 tggctttgtt tctactgtga ctgactttaa attacagtgt ttgcaatgge attgetctga
4021 atggatctcg aaggaccaag ttgttttaaa aagaagaaga tgaattc

AUTOR Tellam, R.L. JOURNAL Submitted (29-FEB-1996) Ross L. Tellam,
CSIRO, CSIRO Division of Tropical Animal Production, PMB 3,
Indooroopilly, QLD 4068, Australia On Jun 16, 1997.
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7.1. MATERIALE SIMETODE

7.1. MATERIALS AND METHODS

7.1.1. Materiale biologice

7.1.1.Biological materials

Materialul biologic utilizat in experimente este reprezentat de ADN prelevat din

sange, recoltat de la indivizi proveniti de la rasa Bruna de Maramures, ADN care trebuie

sa fie de o calitate superioard in cantitate suficienta.

7.1.2. Materiale chimice

7.1.2. Chemical materials

Enzime
- Sau3Al (Promega ) - 5U/ ul
-Taq DNA Polymerase (Promega) - 10U/ ul

Primeri sau amorse sens si antisens - ( Mycrosinth — Elvetia)

5’- TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT -3°
5’- GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT -3’
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Reactivi si soluti

- Tampon (Buffer) (Invitrogen))

- MgCl, (Invitrogen)

- dNTP (Invitrogen)

- Apa sterila (Invitrogen)

- TAE 50X —Preprat

- Bromura de etidiu (Invitrogen)

- Fenol (Invitrogen)

- Cloroform (Merk)

- Etanol absolut (Merk)

- Izopropanol(Merk)

- DNA Step Ladder (Invitrogen)

- Smart Ladder (Fermentas)

- Apa ultrapura(Invitrogen)

- Big Dye Terminator(Applyed Biosystem)
- Tampon Big DyeTerminator (Applyed Biosystem)

- Agaroza (Invitrogen)

Materialele si consumabilele folosite au fost :

» pipete (Biohit) cu volume reglabile de la 0,2-5 ul, 5-10 pl, 50-100 ul si 100-1000 pl
tuburit PCR de 0,2 ml

A\

» varfuri de pipete de dimensiuni diferite (mari, medii si mici) cu volume de 0,2-5 pl,
5-10 pl, 50-100 pl si 100-1000 pl

» sticlarie de laborator, recipienti

A\

stative

» coloane de purificare (Microcon)
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7.1.3. Aparatura utilizata

7.1.3. Equipment

- Agitator ultraturax (Helidolph)

- Aparat pentru produs gheata(Brema)

- Autoclav (Raypa)

- Baie marina(Fisher Bioblock Scientific polystat)

- Balanta analitica (Schimadzu AW 20M)

- Containere Biohazard pentru deseuri (Brema)

- Deionizator de apa (Smeg WP 3000)

- Etuva (Memmet)

- Hota pentru chimicale (Kottermann)

- Hota PCR(STERIL)

- Microcentrifugi (Sigma 1-15)

- pH — metru (InoLab)

- Cuve pentru electroforeza orizontld acizilor nucleici(Fisher)

- Cuptor cu microunde (Sharp)

- Thermocycler — Mastercycler (Eppendorf)

- Sistem video de achizitie si prelucrare a imaginii (Alpha Inotech
2200)

-Vortex (Bioblock)

-Centrifugd( SIGMA 1-15)

-Bidistilator apa GFL 2104 (Bioblock)

- Sistem de fotodocumentare — Vilber Lourmat E-BOX 1000/20M
(Applyed Biosystem)

-Centrifugd cu vacuum (SIGMA)

-Liofilizator (SIGMA)

-Secventiator automat (Applyed Biosystem)
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7.1.4. Metode de amplificare, purificare si secventiere a produsului PCR

7.1.4. Methods of amplification, purification and sequencing of the PCR product

Pentru a elucida cauzele restrictiei partiale atunci cand s-a utilizat la restrictia
fragmentului de 400 pb din gena leptinei, enzima Sau 34 I de la unele probe de ADN de
la indivizii provenifi de la rasa Brund de Maramures, s-a recurs la secventierea
fragmentului de 400 pb din gena leptinei la unele probe provenite de la aceasta rasa.

Acest lucru este necesar pentru a se cunoaste cauza pentru care nu pot fi observate
intotdeauna toate fragmentele polimorfice provenite de la aceasta rasa. Probele de ADN
folosite aveau o concentratie de 50 ng /pl .

In prima etapa a fost amplificat fragmentul care urmeaza sd fie supus secventierii,
utilizdnd primerii propusi de Leiffers si colab. (2002) cei cu care s-a efectuat
genotipizarea, trecandu—se apoi la secventierea propriu zisa a acestei porfiuni din gena
leptinei. Acest lucru a fost posibil prin utilizarea secventiatorului automat ( Applied
Biosystems). Pentru secventierea produsilor PCR purificai este utilizat kitul de
secventiere ciclica Big Dye ™ Terminators (Applied Biosystems).

Secventele vor fi aliniate folosind un program computerizat. Scanarea secventelor
si alinierea acestora va fi facutd cu programul Fast A (Gen Bank DNA). Secventele
transmise de secventiator in formad de text vor fi comparate cu electroforegramele
corespunzatoare pentru a se detecta erorilor de citire §i transcriere ale aparatului.

Pentru reactia PCR, efectuatd pentru amplificarea fragmetului de 400 pb din

gena leptinei, am utilizat urmatorul amestec PCR calculat pentru un volum final de 25

ul:
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Apa sterila -16,2 ul
Tampon -2,5ul
dNTP -1yl
Primeri -P1-1 pl
-P2-1pl
MgCl, -1l
Taqgpolymeraza -0,3ul
ADN -2 ul

Volum final: 25 pl

Ciclurile termice pentru reactia PCR, cu etapele predenaturare, denaturare, atasare,

elongatie si cu temperatura de atasare a primerilor utilizata de aceasta datad de 59°C:

1x95°C - 5 minute

40x 95°C - 1 minut
59°C - 1 minut
72°C - 1 minut

72°C - 10 minute

Reactia PCR s-a efectuat in Termocycler, urmand ca apoi, produsul PCR, ce
urmeaza a fi secventiat, sa fie purificat, pentru ca secventierea sa decurgd in condifii
bune si sd nu existe greseli de secventiere. Secventa primerilor care au fost utilizati

pentru amplificarea PCR inainte de secventiere a fost urmatoarea:

5’- TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT -3°
5’- GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT -3’
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Pentru efectuarea reactiei de secventiere si obtinerea unor rezultate concludente
este necesard o prealabild purificare a produsului PCR amplificat. Pentru purificarea
produsului PCR s-a folosit mai multe substante, iar etapele purificarii, cuantificarii si ale
pregatirii produsului PCR pentru secventiere vor fi descrise In continuare.

Etapele purificarii produsului PCR pe coloane sunt urmatoarele:

se trec 25 pl din produsul PCR in tuburile speciale fara a se atinge membrane
se adauga 375 pul apa ultra pura astfel incat volumul final sa fie de 400 pl
centrifugare 15 minute la 4000 rpm

se repeta prima operatiune de 2 ori

se recupereazd coloana intr-un nou Eppendorf

se adauga 25 pl apa distilatd pe membrana

YV V V V V V VY

centrifugare 5 minute 4000 rpm

Etapele cuantificarii ADN sunt urmatoarele:

A\

prelevarea a 5 pl produs PCR purificat

A\

adaugare 2 pul colorant pentru vizualizare
» migrarea pe gel de agaroza, de concentratie 2%, in solutie tampon TAE 1x pentru
electroforeza, la voltaj de 50V, si cu Smart Ladder in volum de 5 pl, folosit ca etalon.

Preluarea imaginii s-a realizat cu un sistem de fotodocumentare Gel Doc.

Pregatirea produsului PCR pentru secventiere se face in prezenta unui mix de

secventiere, cu urmatoarea componenta calculat pentru un volum final de 10 pl:

Big Dye Terminator -2 ul
Tampon Big DyeTerminator -2 pl
Primer (diluat de 10x) -0,3ul
Concentratia ADN -5 ng/2ul
Apa ultrapura -2,7ul

Volum final: 10 pl
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Se face din nou o reactie PCR pentru secventiere cu urmadtoarele cicluri ce

corespund etapelor denaturare, atasare, elongatie:

25x 96°C - 30 secunde
50°C - 15 secunde
60°C - 4 minute

Purificarea cu etanol a produsului PCR, care va fi supus secventierii, a fost
necesara sa fie ficuta pentru o bund calitate a produsului PCR care urmeaza a fi
introdus in secventiator si s-a facut in urmatoarele etape:

» se adauga 2ul de acetat de sodiu tampon (buffer) 3M pH 4,6 (NaAc), intr-un
tub Eppendorfde 1,5 ml

se adauga 10ul produs pentru secventiere

se adauga 50pul etanol 100%

se vortexeaza incet

se incubeaza 20 min la temperatura ambianta, la Intuneric

se centrifugheaza 30 minute la 14000 rpm la temperatura camerei

se elimind supernatantul

se spala coloanele cu 250 pl etanol 70%

se centrifugheaza 15 min la 14000 rpm la temperature camerei

se elimind supernatantul

YV V V V V V V VYV V VY

se liofilizeaza 6 min in centrifugd cu vacuum si apoi se conserva tuburile

peste noapte la 20°C

A\

coloanele se resuspenda in formamida

A\

se introduc probele in aparatul de secventiere (Applyed Biosystem).
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Toate aceste metode de purificare, in mai multe etape, nu fac decat sa
ofere o mai buna calitate a produsului PCR care urmeaza a fi supus secventierii si

totodata ofera o mai buna calitate a acesteia.

7.2. REZULTATE SIDISCUTII
7.2. RESULTS AND DISCUSSIONS

7.2.1. Amplificarea PCR a fragmentului de 400 pb pentru secventiere
7.2.1. The PCR amplification of the 400 bp fragment for sequencing

Pentru amplificarea fragmentului de 400 pb de baze, din gena leptinei atunci cand
s-au utilizat secventele de primeri propusi de Leiffers si colab. (2002) si cu o temperaturd
de atasare a primerilor de 5 9°C, ce apartine limitei inferioare de temperaturi de atasare a
acestor primeri in cadrul protocolului optimiza .

Rezultatele au fost bune, in sensul ca s-a produs amplificarea fragmentului de 400
pb din gena leptinei, care urmeaza sa fie supus secventierii, probele ADN provenind de la
indivizi din rasa Brund de Maramures, rasa la care a avut loc o digestie partiala a
produsului restrictat cu enzima Sau3Al. Conditille de reactie si parametrii au ramas

neschimbati fata de protocolul optimizat , mai pufin temperatura de atasare a primerilor.

7.2.2. Purificarea produsului PCR

7.2.2.The purification of the PCR product

Pentru obtinerea unei reactii de secventiere de buna calitate, fard erori, a fost

necesard purificarea produsul PCR obtinut prin amplificarea fragmentului de 400 pb.
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Produsul PCR a fost purificat pe coloane (Microccon) si cu etanol, pentru a se evita

contaminarea lui cu proteine sau cu ARN.

Pentru a se verifica daca purificarea a dat rezultate bune se va trece la
cuantificarea ADN purificat. Rezultatele probelor de ADN amplificate, purificate si
cuantificate (figura 59), evidentiind profilul electroforetic al fragmentului de 400 pb
cuantificat si migrat intr-un gel de agaroza de concentratie 2%, colorat cu bromurd de

etidiu (1 pl).

Ul

Std 1 | ———

Std 2

Fig.59 . Profilul electroforetic al produsului PCR purificat si cuantificat la
rasa Bruna de Maramures
Fig.59 . The electroforetic profile of the purified and quantified PCR product

in Bruna de Maramures

Profilul electroforetic al ADN provenit de la indivizii rasei Bruna de
Maramures, ADN a fost purificat pe coloane si cuantificat (figura 60).
In aceeasi figurd este prezentat profilul electroforetic al fragmentului de 400 pb

din gena leptinei, migrat intr-un gel de agaroza de concentratie 4% si colorat cu bromura
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de etidiu (1ul) la indivizii din rasa Bruna de Maramures corespunzator pozitiilor 1, 2, 3 si
4 (figura 60).

Este necesara dupa fiecare operatiune efectuarea unei noi electroforeze pentru a se
putea observa calitatea profilului obtinut si daca se obtine fragmentul asteptat. Am utilizat
geluri de agarozd de concentratii diferite 2%, respectiv 4%, deoarece un gel mai
concentrat permite o migrare mai lentd a produsului, iar un gel mai pufin concentrat o

migrare mai rapida, dar nu intodeauna cu rezultatele dorite.

Ladder
400pb 1 2 3 4

Fig.60.Profilul electroforetic al ADN purificat , cuantificat si migrat intr-un gel
de agaroza de concentratie 4%(original)
Fig.60.The electroforetic profile of the purified and cuantified DNA migrated
in 4% agarose gel(original)
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7.2. 3. Reactia PCR in vederea secventierii fragmentului analizat

7.2.3.The PCR reaction for sequencing the analyzed fragment

Reactia de secventiere are la baza replicarea in vitro a ADN monocatenar, produs prin
PCR, in prezenta a patru deoxinucleotidtrifosfati: ANTP (dATP, dGTP, dCTP si dTTP) si % din
analogii ANTP-urilor — dideoxinucleotidtrifosfati sau ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP si ddTTP)
(Sanger, F., 1980) .

Dimensiunea fragmentului de ADN purificat, necesard pentru reactia de
secventiere, in cazul nostru, este cuprinsa in intervalul 200 - 500 pb. In consecinta, pentru
produsul de 400 pb, concentratia de ADN ce ar trebui sa fie raportata la 2 pul este intre 1,5
s1 5ng, in cazul in care proba de ADN utilizatd nu a avut Intotdeauna aceasta concentratie,
s-a trecut la calcularea ei.

Produsul astfel prelucrat a fost introdus intr-un secventiator Applied Biosystem,
iar dupa terminarea programului de secventiere, a fragmentului de 400 pb din gena
leptinei, s-a trecut la prelucrarea datelor si interpretarea cromatogramelor obtinute la
probele secventiate, provenite de la rasa Bruna de Maramures.

In urma prelucririi datelor cu un soft special al secventiatorului (Applyed
Biosystem) s-a evidentiat o mutatie prin substitutia nucleotidelor C — T, in pozitia 309,
care se presupune cd ar fi cauza digestiei incomplete cu enzima Sau 3 A4 I, la situsul de
scindare al enzimei 5> GATC 3’ s13° CTAG 5.

Secventierea fragmentului de 400 pb din gena leptinei a fost efectuata cu sprijinul

colectivului din laboratorul Progenus S.A., Gembloux ( figura 61).
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Fig.61. Secventierea fragmentului de 400 pb din gena leptinei si evidentierea
mutatiei C - T la rasa Bruna de Maramures
Fig.61. The sequencing of the 400bp fragment from the leptine gene and

emphasizing the C — T mutation in Brunad de Maramures

Se poate observa si analiza imaginea rezultatd in urma secventierii fragmentului de
400 pb din gena leptinei, imagine a carei preluare s-a facut cu un soft special al
secventiatorului, in care, in pozitia de 300 pb se poate observa o mutatie detectatd in

probele de ADN de la indivizii proveniti din rasa Brund de Maramures (figura 61).
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Rezultatele secventierii, pentru o serie de probe de ADN provenite de la indivizi

de la rasa Bruna de Maramures sunt ilustrate de chromatograma ( figura 62) .

Applied
Biggystems
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Fig.62. Secventierea fragmentului de 400 pb sens si antisens din gena leptinei

Fig.62. The sequencing of the sense and antisense 400 bp fragment from the leptine gene
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7.3. CONCLUZII PARTIALE

7.3. PARTIAL CONCLUSIONS

Produsul PCR, provenit din probe de ADN, de la indivizi din rasa Brund de
Maramures, a fost secventiat pentru a se eluida cauza digestiei partiale a
fragmentului de 400pb din gena leptinei, cu enzima de restrictie Sau3AI .

Pentru ca secventierea sd decurgd in conditii bune si erorile de secventiere sa nu fie
inregistrate produsul PCR a fost purificat si apoi cuantificat.

Pentru amplificarea fragmentului de 400 pb din gena leptinei ce urmeaza a fi supus
secventierii, s-au utilizat secvente de primeri sens §i antisens, iar ADN pentru teste
provenite de la tineretul taurin din rasa Bruna de Maramures a avut o concentratie de
50 ng/ pul.

Produsul PCR, corespunzator fragmentului de 400 pb, a fost purificat pe coloane,
cuantificat, migrat intr-un gel de agaroza de concentratie 4% si 2%, colorat cu
bromura de etidiu 1pl si supus etapelor secventierii.

In urma prelucririi datelor cu un soft previazut la secventiatorul (Applied Biosystem),
s-a depistat o mutatie prin substitutie, a nucleotidelor C — T, in pozitia 309.

Se presupune ca mutatia C — T ar fi cauza digestiei incomplete a fragmentului de 400
pb din gena leptinei, cu enzima Sau 3 A4 I, 1a situsul de scindare al enzimei 5 GATC

3> s13” CTAGS.
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CAPITOLUL VIII

CALCULUL FRECVENTEI DE GENA SI GENOTIP
iN POPULATIA STUDIATA

CHAPTER VIII
THE CALCULATION OF THE GENE AND GENOTYPES
FREQUENCY IN STUDIED POPULATION

Markerii genetici care sunt de dorit sd fie dezvoltati, sunt acei markeri care
prezintd un polimorfism ridicat, caracterizat prin posesia a doud sau mai multe alele
diferentiabile, codominante, care pot fi urmariti in descendenta. Genele alele sunt acele
gene care se afla situate in acelasi locus, pe cromozomii omologi.

Markerii de tip RFLP, sau markerii polimorfismului lungimii fragmentelor de
restrictie, sunt markeri codominangi care prezinta un polimorfism ridicat, acesti markeri
ofera avantajul ca pot sa fie urmariti in descendentd, unul dintre acesti markeri genetici s-
a dovedit a fi leptina (gena obezitatii), care este un marker genetic asociat cu calitatea si
cantitatea carnii, dar si cu Insusirile de crestere si indicii greutatii corporale.

Structura geneticd a unei populatii la un anumit locus se exprima matematic prin
frecventele de gena si de genotip si aratd modificarile care intervin in decursul
generatiilor ca urmare a actiunii unor procese sistematice cum sunt: mutatia, selectia si
migratia si a proceselor dispersive: driftul genetic si consangvinizarea (Cosier Viorica,
A.Vlaic 2007).

Studierea unei populatii se poate face prin urmarirea unui anumit caracter
cantitativ sau calitativ, Tn cazul nostru gena obezitatii - marker genetic asociat cu calitatea
si cantitatea carnii la diferite rase si pe care dorim sa-1 dezvoltdm pentru rasele autohtone

(Baltatd romaneasca si Bruna de Maramures).
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In prezentul studiu, am genotipizat la locusul genei leptinei un efectiv total de 152
capete de tineret taurin, din care 88 capete tineret taurin, proveneau din rasa Baltata
romaneascd si 64 capete tineret taurin proveneau din rasa Bruna de Maramures.
Genotipizarea si studierea polimorfismului la locusul genei leptinei a fost posibila si cu
rezultate bune, prin utilizarea protocolului propus de Leiffers si colab., 2002, protocol
care a fost testat, optimizat si utlizat pentru prima data in laboratorul de Genetica
Animala din cadrul Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca.

In continuare ne-am propus si determindm structura genetica la acest locus prin
determinarea frecventelor de gena si de genotip pentru a vedea care din genele alele sunt
in o proportie mai mare si care dintre genotipuri ocupa o proportie mai mare in populatia

luatd in studiu, in cadrul celor doud rase genotipizate.

8.1. METODA MATEMATICA DE CALCUL A FRCVENTEI GENELOR SI A
GENOTIPURILOR

8.1. MATHEMATICAL METHOD OF CALCULATION OF THE GENE AND
GENOTYPES FREQUENCIES

Vom folosi pentru calculul frecventelor genelor si a genotipurilor, urmatoarele
notatii: frecventa genotipului homozigot AA va fi notat cu litera P, frecventa genotipului
heterozigot AB va fi notat cu litera H , iar frecventa genotipul homozigot BB va fi notat

cu litera Q.

Frecventa unei gene care se transmite codominant, se calculeazd dupa

urmatoarea formula:

p= (Naat1/2Nag) /N, q=(Npp+1/2 Nag) /N

Rasa Baltata romaneasca

In cazul nostru: Frecventa genei (A) , p= ( 53+1/2.32) /88
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Frecventa genei (B), q=(3+1/2 .32) /88
Rasa Bruna de Maramures
In cazul nostru: Frecventa genei (A), p= (40+1/2 24) /64

Frecventa genei (B), q= (0+1/2 .24)/ 64

Frecventa unui genotip reprezintd proportia ocupatd de un anumit

genotip din totalul populatiei si se calculeaza dupa urmatoarea formula:

P:NAA/N , H:NAB/N, Q: NBB/ N.

Rasa Baltata romaneasca

In cazul nostru: Frecventa genotipului (AA) ,P=53/88
Frecventa genotipului (AB), H=32/88
Frecventa genotipului (BB), Q= 3/ 88.

Rasa Bruna de Maramures

In cazul nostru: Frecventa genotipului (AA), P=40/64
Frecventa genotipului (AB), H = 24/64
Frecventa genotipului (BB), Q= 0/64.
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8.2. REZULTATE S$IDISCUTII
8.2 RESULTS AND DISCUSSIONS

8.2.1. Calculul frecventei genelor la locusul leptinei

8.2.1.The calculation of the gene frequency at leptine locus

Locusul genei leptinei, cuprinde doua gene alele notate cu A si B a céror
polimorfism se studiaza cu tehnici PCR-RFLP. Acesti markeri se transmit codominant si
prezintd un polimorfism ridicat. Frecventa unei gene reprezintd proporgia pe care o ocupa
gena respectiva din totalul genelor existente la acel locus intr-o populatie.

In cazul nostru, avand doud gene alele, vom folosi urmitoarele notatii si anume
frecventa genei A o vom nota cu litera p, iar frecventa genei B o vom nota cu litera q , cu
N numadrul total de indivizi din populatia analizata, iar pentru frecventele celor trei
genotipuri detectate: homozigot AA, heterozigot AB si homozigot BB vom folosi
notatiile P, H si respectivQ .

In efectivul de 152 de capete de taurine studiate si impartite in doud populatii
apartinand la doua rase diferite, 88 indivizi au fost din rasa Baltata romaneasca si 64 de
indivizi apartinand rasei Brund de Maramures.In urma testelor PCR efectuate, a stabilirii
genotipurilor la locusul genei leptinei si a studierii polimorfismelor la acest locus, s-a
trecut la calculul frecventei de gena in cele doua populatii.

La rasa Baltata romaneasca, din cei 88 indivizi genotipizati cu protocolul Leiffers
si colab., 2002 si optimizat de noi, 53 indivizi aveau genotipul homozigot AA , 32
indivizi aveau genotipul heterozigot AB si numai trei indivizi au fost detectati ca avand
genotipul homozigot BB.

Acesti indivizi din rasa Baltatd romaneasca provin din fermele: Societatea
Agricola Petresti (Satu Mare), S.C.D.P. Jucu apartindtoare Universitatii de Stiinte
Agricole si Medicind Veterinara (Cluj — Napoca), si din doud ferme private din judetul
Cluyj - ferma Corujan (Floresti), si ferma S.C. Crisan (Gherla).
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Se vor prezenta frecventele de genda calculate la indivizii din rasa Baltata

romaneascd, dupa formula descrisd mai sus (tabelul 14).

Tabelul 14
Frecventa de gena la locusul leptinei la indivizii din rasa Baltata romaneasca
Table 14

The gene frequency at the leptine locus in Baltata romdneasca individuals

Locusul genei Frecventa genei Frecventa genei
The gene locus The gene frequency The gene frequency
(4) (B)
Leptina 0,78 (78%) 0,22 (22%)
Leptine

In urma analizei datelor din tabelul 14, se poate concluziona cd gena (A ) are o
valoare de 0,78 sau ca apare cu o frecventd de 78 % , iar gena (B) are o valoare de 0,22
deci apare cu o frecventa de 22% in populatia de taurine studiatd din rasa Baltata
romaneasci. In concluzie alela (A) apare cu o frecventd net superioara la locusul genei
leptinei fatd de alela (B) in populatia studiata .

La rasa Bruna de Maramures, din cei 64 indivizi genotipizati cu acelasi protocol
(Leiffers si colab., 2002), 40 indivizi au fost identificati cu genotipul homozigot AA si
24 indivizi au fost identificati cu genotipul heterozigot AB. In aceasta populatie nu au
fost detectati indivizii cu genotipul homozigot BB, iar acesti indivizi, apartindtori rasei
Brund de Maramures proveneau din fermele, S.C. Agrozootehnica (Seini, Maramures),
S.C. Livada (Satu Mare) si Societatea Agricold Petresti (Satu Mare).

In tabelul 15 vom prezenta frecventele de gend calculate la indivizii din rasa
Brunad de Maramures dupa formula descrisd mai sus.

In urma analizei datelor din tabelul 15, se poate concluziona ci gena (A ) are o
valoare de 0,81 sau cd apare cu o frecventd de 81 % , iar gena (B) are o valoare de 0,19

sau ca apare cu o frecventa de 19% in populatia de taurine studiatd, la rasa Bruna de
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Maramures. Alela (A) apare cu o frecventd mai mare la locusul genei leptinei decat alela

(B), rezultate apropiate valoric cu rasa Baltata romaneasca.

Tabelul 15

Frecventa de gena la locusul leptinei la indivizii din rasa Brund de Maramures

Table 15

The gene frequency at the leptine locus in Bruna de Maramures individuals

Locusul genei Frecventa genei Frecventa genei
The gene locus The gene frequency (A)| The gene frequency (B)
Leptina 0,81 0,19

Leptine (81%) (19%)

Aceste rezultate, obtinute la cele doua rase Baltatd romaneasca si Bruna de
Maramures, in ceea ce priveste frecventa cu care apar alelele A si B in populatie , sunt
diferite de datele semnalate in literatura de specialitate citate de Tessane, C., si colab.
(2007), unde, la rasa de taurine Aberden Angus, alela A a aparut cu o frecventa de 0,44

si alela B a aparut cu o frecventd mai mare si anume de 0,56.

8.2.2. Calculul frecventei genotipurilor la locusul leptinei

8.2.2. The calculation of the genotypes frequency at leptine locus

Genotipurile detectate in prezentul studiu au fost urmatoarele: genotipul
homozigot AA , genotipul heterozigot AB si genotipul homozigot BB.
Frecventa unui genotip reprezintd proportia pe care o ocupd genotipul respectiv

din totalul genotipurilor existente la acel locus, intr-o populatie.
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La rasa Baltata romaneasca la care din cei 88 indivizi genotipizati, 53 indivizi
aveau genotipul homozigot AA, 32 indivizi aveau genotipul heterozigot AB si trei
indivizi au fost detectati ca avand genotipul homozigot BB, frecventa genotipurilor este

determinata dupa formulele descrise mai sus.

Valorile privind frecventele genotipurilor la rasa Baltatd romaneasca sunt

prezentate in continuare ( tabelul 16).

Tabelul 16
Frecventa genotipurilor la locusul leptinei la indivizii din rasa Béltatd romaneasca
Table 16

The genotypes frequency at the leptine locus in Baltata romdneasca individuals

Locusul genei Frecventa Frecventa Frecventa
The gene locus genotipului genotipului genotipului
homozigot heterozigot homozigot
The frequency of the | The frequency of the | The frequency of the
homozigous heterozigous homozigous
genotype (AA4) genotype (AB) genotype (BB)
Leptina 0,60 0,36 0,04
Leptine (60%) (36%) (4%)

In urma analizei valorilor frecventelor genotipurilor (tabelul 16), la rasa Baltata
romaneascd, se poate concluziona ca, genotipul homozigot (AA) are o valoare de 0,60
sau reprezintd 60% din totalul genotipurilor, genotipul heterozigot (AB) are o valoare de
0,36 sau reprezintd 36 %, iar genotipul homozigot (BB) are valoarea cea mai mica, si

anume reprezinta 0,04 sau 4% din totalul genotipurilor existente.
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La rasa Brund de Maramures la care din cei 64 indivizi genotipizati, 40

indivizi aveau genotipul homozigot AA , 24 indivizi aveau genotipul heterozigot AB si

la care nu s-a inregistrat nici un genotip homozigot BB, frecventa genotipurilor este

prezentatd fiind determinatd cu formulele de mai sus ( tabelul 17).

Tabelul 17

Frecventa genotipurilor la locusul leptinei la indivizii din rasa Brund de Maramures

Table 17

The genotypes frequency at the leptine locus in Bruna de Maramures individuals

Locusul genei Frecventa Frecventa genotipului Frecventa genotipului
The gene locus genotipului heterozigot homozigot
homozigot The frequency of the| The frequency of the
The frequency of the heterozigous homozigous geno
homozigous genotype genotype (AB) (BB)
(44)
Leptina 0,62 (62%) 0,38 (38%) 0 (0%)
Leptine

In urma analzei valorilor frecventelor genotipurilor ( tabelul 17), la rasa Bruna de

Maramures, se poate concluziona ca, genotipul homozigot (AA) are o valoare de 0,62 sau

reprezinta 62% din totalul genotipurilor , genotipul heterozigot (AB) are o valoare de

0,38 sau reprezintd 38 %, iar genotipul homozigot (BB) are valoarea 0 deoarece la acesta

rasd in cadrul prezentului studiu nu s-a semnalat prezenta acestui genotip.

Rezultatele obtinute la cele doua rase Baltatd romaneasca si Bruna de

Maramures, in ceea ce priveste frecventa cu care apar genotipurile homozigot: AA,

heterozigot AB si homozigot BB, sunt diferite de datele semnalate in literatura de

specialitate, citate de Fitzimmos si colab.(1998) unde la rasa de taurine Holstein-Friza,

genotipul AA a aparut cu o frecventd de 0,581, genotipul heterozigot AB a aparut cu o

frecventd de 0,329 si genotipul homozigot BB a aparut cu o frecventd de 0,090, iar
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Leiffers si colab. (2002), au semnalat tot la aceeasi rasd intr-un alt studiu alte valori ale
frecventelor genotipurilor la locusul leptinei si anume: genotipul AA a aparut cu o
frecventd de 0,813, genotipul heterozigot AB a aparut cu o frecventa de 0,185 si
genotipul homozigot BB a aparut cu o frecventd de 0,002. In toate cazurile se poate
concluziona ca genotipul homozigot BB apare cu o frecventd mai micd in populatie la

fel ca si la rasele Baltatd romaneasca si Bruna de Maramures studiate.

8.3. CONCLUZII PARTIALE

8.3.PARTIAL CONCLUSIONS

» La rasa Baltata romaneascd, din cei 88 indivizi genotipizati in urma optimizarii
protocolului Leiffers si colab., 2002, 53 au avut genotipul homozigot AA, 32
genotipul heterozigot AB si numai trei indivizi au fost detectati ca avand
genotipul homozigot BB (Societatea Agricold Petresti, Satu Mare). Acesti indivizi
din rasa Baltata romaneasca provin din fermele, Societatea Agricola Petresti (Satu
Mare), S.C.D.P. Jucu apartinatoare Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara (Cluj — Napoca) si din cele doud ferme private din judetul Cluj - ferma

Corujan (Floresti), si ferma S.C. Crisan (Gherla).

> In urma efectudrii calculelor matematice in ceea ce priveste frecventa de geni la
locusul leptinei se poate concluziona ca in populatia de taurine studiata din rasa
Baltata romaneasca, gena (A ) are o valoare de 0,78 sau ca apare cu o frecventad de
78 % , iar gena (B) are o valoare de 0,22 deci apare cu o frecventd de 22%. In
concluzie, alela (A) apare cu o frecventd superioara la locusul genei leptinei fata
de alela (B).

» La rasa Bruna de Maramures, din cei 64 indivizi genotipizati in urma optimizarii
protocolului Leiffers si colab. 2002, 40 au fost identificati cu genotipul
homozigot AA si 24 cu genotipul heterozigot AB. In aceasta populatie nu au fost

detectati indivizii ca avand genotipul BB. Indivizii apartinatori rasei Bruna de
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Maramures au provenit din fermele, S.C. Agrozootehnica (Seini, Maramures),
S.C. Livada (Satu Mare) si Societatea Agricold Petresti (Satu Mare).

> In urma efectudrii calculelor matematice pentru determinarea frecventelor de gena
la locusul leptinei in populatia de taurine studiata, la rasa Brund de Maramures se
poate concluziona cd gena (A) are o valoare de 0,81 si apare cu o frecventd de 81
% , 1ar gena (B) are o valoare de 0,19 cu frecventa de 19%. Alela (A) apare cu o
frecventd mai mare la locusul genei leptinei decéat alela (B) in populatie.

> In urma analizei valorilor frecventelor genotipurilor dupa calcule specifice, la
indivizii provenifi de la rasa Baltatd romaneascd, se poate concluziona ca,
genotipul homozigot (AA) are o valoare de 0,60 si ocupa 60% din totalul
genotipurilor, genotipul heterozigot (AB) are o valoare de 0,36 ocupa 36 %, iar
genotipul homozigot (BB) are valoarea 0,04 si ocupd 4% din totalul genotipurilor
existente la acest locus.

» La indivizii proveniti de la rasa Bruna de Maramures, la care din cei 64 indivizi
genotipizati, 40 indivizi aveau genotipul homozigot AA si 24 indivizi genotipul
heterozigot AB, nu s-a inregistrat nici un genotip homozigot BB.

> In urma analizei valorilor frecventelor de genotip la rasa Bruni de Maramures,
genotipul homozigot AA reprezentand 62% din totalul genotipurilor, genotipul
heterozigot (AB) are o valoare de 0,38 reprezentand 38 % iar genotipul
homozigot (BB) are valoarea 0, deoarece la acesta in cadrul prezentului studiu nu

s-a Inregistrat prezenta acestui genotip.
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CAPITOLUL IX
CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

CHAPTER IX
GENERAL CONCLUSIONS AND RECOMMENDATIONS

1. In cazul metodei de extractie ADN din sange cu kitul manual Wizard Genomic
DNA Purification, in urma prelucrarii datelor privind puritatile si cantitatile de
ADN, extrase din probele provenite de la rasa Bdltata Roméaneascd din ferma
Corujan (Floresti), s-au obtinut valori medii ale cantitatii si puritatiit ADN de
351,96 += 76,81 ng si respectiv 1,33 = 0,03, iar la rasa Brund de Maramures (ferma
S.C. Agrozootehnica Seini), s-a obtinut o cantitate medie de ADN de 234,43 +
34,10 ng s1 o puritate medie de 1,16 =0,01.

2. Aceastd metodd de extractie a ADN din sdnge oferd rezultate bune in ceea ce
priveste calitatea si cantitatea ADN extras. Diferenta dintre aceasta metoda si
celelalte, pe care le vom descrie in continuare, este reprezentatd de avantajul ca
sangele nu trebuie sa fie proaspat recoltat, el poate fi congelat cateva zile, insa
serul trebuie sa fie bine separat de plasmd dupd care sa fie supus tehnicii
extractiei ADN. Cantitatea si puritatea ADN extras nu a prezentat diferente mari la

cele doua rase analizate.
3. In cazul metodei de extractie rapidi a ADN, in urma prelucrarii datelor privind

puritdtile si cantitatile de ADN extras de la indivizi proveniti din rasele Baltata

romaneascd s1 Bruna de Maramures ( S.A Petresti, judetul Satu-Mare), s-a obfinut
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o valoare medie a concentratiei de ADN egala cu 209,79 + 13,65 ng si o puritate

medie de 1,46 + 0,02.

4. La prelucrarea datelor privind puritatile si cantitdtile ADN extras cu aceeasi
metoda din probele de singe recoltate de la indivizii din rasa Béltatd Roméneasca,
S.C.D.P. Jucu, judetul Cluj s-a obtinut o valoare medie a concentratiei de ADN
egala cu 393,85 + 54,73 ng si o puritate medie de 1,34 + 0,02, iar la rasa Baltata
romaneascd (S.C. Crisan din Gherla, judetul Cluj )s-a obtinut o valoare medie a
concentratiei de ADN egald cu 185,72 + 28,79 ng si o puritate medie de 1,42 +
0,04. Aceasta este una dintre cele mai des utilizate metode in laboratorul nostru
deoarece cantitatea si puritatea de ADN obtinuta este foarte buna, metoda este

putin costisitoare $1 manopera nu necesitd mult timp de lucru.

5. Probele de ADN, obtinute prin extractie cu kitul MagnaPure LC automatizat,
sunt de foarte buna calitate, cu o greutate moleculard medie de aproximativ 50 kb nu
prezintd urme de degradare si sunt libere de contamindri cu ARN si proteine. In
urma prelucrarii datelor privind puritdtile si cantitagile de ADN extras din probele de
sange recoltate de la rasa Brund de Maramures( S.C. Agrozootehnica Seini) s-a
obtinut o valoare medie de 50,54 + 15,16 ng cu o puritate medie de 1,77 + 0,03, iar
la rasa Brunda de Maramures, S.C.Livada judetul Satu — Mare s-a obtinut o valoare

medie de 54,73 + 9,09 ng cu o puritate medie de 1,76 = 0,02.

.....

prelucrarii de probe congelate pe perioade lungi de timp.

7. Din aplicarea acestor metode de extractie a ADN din sange se poate concliziona ca

puritatea ADN urmeaza o relatie invers proportionald cu cantitatea de ADN.
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8. La prelucrarea statisticd a datelor, privitoare la cantitdtile de ADN extras cu cele

10.

1.

trei metode de extractie, la cele doua rase luate in studiu, in urma testarii
semnificatiei diferentelor dintre medii prin testul ‘t, se constatd diferente foarte
semnificative statistic (+ 207,81 ng/ ul ; p < 0,001) 1intre metoda de extractie a
ADN din sange de taurine cu kitul manual Wizard Genomic DNA Purification
(M)) st metoda automatizata de extractie cu kitul Magna Pure LC DNA Isolation
(M3). De asemenea, tot o diferentd foarte semnificativa statistic (+179,95 ng/ ul;p
<0,001) a fost inregistrata si intre metoda rapida de extractie a ADN din sange de
taurine(M;) si metoda automatizata de extractie cu kitul Magna Pure LC DNA
Isolation (M3) .

Diferente statistic nesemnificative (+27,86 ng/ ul; p > 0,05) au fost obtinute intre
metoda de extractie a ADN-ului din sange de taurine cu kitul manual Wizard

Genomic DNA Purification (M;) si metoda rapida de extractie ADN (M,).

Diferente foarte semnificative statistic (p < 0,001) au fost inregistrate intre toate

valorile medii ale puritatilor ADN, obtinute pentru cele trei metode aplicate.

Daca luam in considerare comparatia intre valorile medii ale puritatilor de ADN
obtinute in urma extractiei cu metoda rapidd de extractie a ADN din sange de
taurine (M;) si metoda automatizata de extractie cu kitul Magna Pure LC DNA
Isolation (M3), diferentele au fost in favoarea ultimei metode (M3), ceea ce sustine
superioritatea tehnica a acestei metode si ne determind sa o recomandam pentru
practicile de laborator de geneticd moleculara unde este necesara obtinerea de
ADN de puritate ridicatd, necesara testelor PCR si secventierii. Aceastd metoda

este adecvata scopului si datorita rapiditatii cu care se extrage ADN din sange.
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12.

Pentru studierea polimorfismului la locusul genei leptinei, in cazul testarii

protocolului propus de Pomp i colab. (1997), utilizdnd in ciclurile PCR,

temperatura de aliniere obtinutd in gradient de temperaturd, s-a constatat ca

amplificarea a dat rezultate satisficdtoare, obtinandu-se produsul de amplificare

asteptat de 1820 pb, la probele de ADN de la indivizii proveniti de la rasele Baltata

romaneasca si Bruna de Maramures. In urma rezultatului electroforezei se evidentiaza

faptul ca la rasa Baltata romaneasca, reactia de amplificare nu se produce la fel ca la

rasa Brund de Maramures, datoritd modificarii amestecului de reactie PCR in care se

adauga in plus st MgCl, 1pul de concentratie 10 mM

13.

14.

15.

16.

In urma efectudrii testelor de determinare a temperaturii de aliniere a primerilor
pentru fragmentul de 1820 pb, s-a determinat ca temperatura optima de 64°C

valoare la care s-a obtinut produsul PCR.

In urma analizei computerizate a secventei intregi a genei leptinei, de 4067 pb, s-a
constatat ca exista o eroare in protocolul lui Pomp si colab.( 1997), la nivelul unei

nucleotide situate in primerii antisens, printr-o inlocuire de tipul Citozina -Timina.

Utilizand in ciclurile PCR, temperatura de aliniere obtinuta in reactia PCR in
gradient de temperaturd, s-a constatat ca amplificarea a dat rezultate satisficatoare
in cazul testdrii protocolului propus de Pomp si colab.(1997), obtinandu-se
produsul de amplificare asteptat, de 1820 pb, la probele de ADN provenite de la

indivizii din rasele Baltata romaneasca si Bruna de Maramures.
La rasa Baltata roméaneasca, s-a constatat ca, addugarea in mixul de reactie PCR

a 1ul MgCl,, de concentratie 10 mM, a dus la rezultate mai bune ale amplificarii

produsului de 1820 pb, din gena leptinei.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

In urma efectuirii determinirilor PCR in gradient de temperaturi pentru
amplificarea fragmentului de 1820 pb, s-a determinat ca temperaturd optima de

atasare temperatura de 64°C, la care s-a obtinut produsul asteptat.

In urma analizei computerizate a secventei intregi a genei leptinei de 4067 pb, s-a
constatat ca existd o eroare in protocolul lui Pomp si colab. ( 1997), la nivelul unei

nucleotide situate in primerii antisens, printr-o inlocuire de tipul Citozina -Timina.

Rezultatele obtinute in cazul electroforezei in gel de agarozd pentru evidentierea
fragmentului de 400 pb din gena leptinei, restrictat cu enzima de restrictie Sau3Al,
cu protocolul propus de Leiffers si colab. (2002) si optimizat de noi, la probele de
la rasele Baltatd Romaneasca si Bruna de Maramures, evidentiaza fragmentele de
400 pb, 300 pb si 100 pb, ultima banda avand greutate moleculara mica, este

dificil de evidentiat in gel.

Profilul corespunzator indivizilor homozigoti AA este un singur fragment de de
400 pb, aceastd alela nefiind digeratd de enzima, iar pentru indivizii heterozigoti
sunt evidentiate trei fragmente de 400pb, 300pb si 100pb, iar pentru indivizii
homozigoti BB sunt evidentiate doar doua fragmente de 300pb si de 100 pb.

In urma efectuarii amplificarilor comparative intre rasele Baltati Romaneasca si
Brund de Maramures, cu protocoalele utilizate de Pomp si colab.( 1997) si
Leiffers si colab.( 2002), au fost obtinute rezultate satisfaicatoare atat pentru rasa
Brund de Maramures cat pentru rasa Baltata romaneasca, in conditiile utilizarii
protocolului Pomp §i colab. (1997 optimizat si rezultate bune la ambele rase cu

protocolul propus de Leiffers si colab. ( 2002) si optimizat de noi.

Cand restrictia fragmentului de 400 pb a fost realizatd cu ajutorul enzimei Sau 341

in cazul protocolului Leiffers si colab. (2002), s-a obtinut o digestie partiala la
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23.

24.

25.

26.

27.

indivizii heterozigoti AB, care aveau trei fragmente de 400, 300 si 100 pb,

fragmentul de 100 pb nefiind suficient evidentiat in gelul de agaroza.

Rezultate bune au fost obtinute si atunci cand restrictarea produsului PCR de 400

pb s-a facut cu enzima Mbol, folositd in diferite concentratii.

In populatiile studiate, apartinitoare raselor Baltatdi romaneasci si Bruni de
Maramures, in urma genotipizarii, au fost detectai indivizi cu genotipurile:
homozigot AA, respectiv BB si heterozigot AB, iar la unele probe provenite de la
rasa Bruna de Maramures, s-a constatat cd se produce o digestie partiald a

produsului PCR de 400 pb.

Protocolul propus de Lien si colab. (1997) a condus la obtinerea de rezultate foarte
bune, obfinandu-se profilele corespunzatoare indivizilor homozigofi AA,
heterozigoti AB si homozigoti BB, in urma restrictiei cu enzima BsaAl , acest
protocol fiind testat si optimizat poate fi utilizat in viitoarele teste de stabilire a

polimorfismelor la locusul leptinei.

In urma secventierii fragmentului de 400 pb de la rasa Bruna de Maramures si a
prelucrarii datelor cu softul de secventiere, s-a depistat o mutatie prin substitutie a
nucleotidelor C - T, care se presupune ca ar fi cauza digestiei incomplete cu

enzima Sau 3 1, la situsul de recunoastere al enzimei 5> GATC 3° s13” CTAG5°.

La rasa Baltata romaneasca din cei 88 indivizi genotipizati cu protocolul Leiffers i
colab. (2002), si optimizat de noi, 53 au avut genotipul homozigot AA, 32
genotipul heterozigot AB si numai trei indivizi au fost detectati ca avand
genotipul homozigot BB (Societatea Agricold Petresti, Satu Mare). Acesti indivizi
din rasa Baltata romaneasca, apartin fermelor: Societatea Agricolda Petresti (Satu

Mare), S.C.D.P. Jucu apartinatoare Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
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28.

Veterinara (Cluj — Napoca) si celor doua ferme private din judetul Cluj - ferma

Corujan (Floresti), si ferma S.C. Crisan (Gherla).

In urma efectuarii calculelor matematice, in ceea ce priveste frecventa de gena la
locusul leptinei, se poate concluziona cd in populatia de taurine de rasa Baltata

romaneascd, gena (A ) apare cu o frecventd de 78 % , iar gena (B cu o frecventa de

22%. In concluzie, alela (A) apare cu o frecventa superioara la locusul genei leptinei.

29.

30.

31.

32.

La rasa Brund de Maramures din cei 64 indivizi genotipizati cu protocolul Leiffers
si colab. (2002), 40 au fost identificati cu genotipul homozigot AA si 24 cu
genotipul heterozigot AB. In aceastd populatie nu au fost detectati nici unul dintre
indivizii luati in studiu ca avind genotipul BB. Indivizii apartinatori rasei Bruna
de Maramures au provenit din fermele, S.C. Agrozootehnica (Seini, Maramures),

S.C. Livada (Satu Mare) si Societatea Agricold Petresti (Satu Mare).

In urma determinarilor frecventelor de gend la locusul leptinei la indivizii
proveniti din rasa Brund de Maramures, se poate concluziona cd gena (A) apare
cu o frecventd de 81 % , iar gena (B) cu frecventa de 19%. In concluzie, alela (A)

apare cu o frecventd mai mare la locusul genei leptinei decat alela (B).

In urma analizei valorilor frecventelor genotipurilor, dupa calcule specifice, la
indivizii provenifi de la rasa Baltatd romaneascd, se poate concluziona ca,
genotipul homozigot (AA) reprezintd 60% din totalul genotipurilor, genotipul
heterozigot (AB) reprezinta 36 % iar genotipul homozigot (BB) 4% din totalul

genotipurilor existente.
La populatia de rasd Bruna de Maramures, din cei 64 indivizi genotipizati, 40
indivizi aveau genotipul homozigot AA si 24 indivizi genotipul heterozigot AB,

nefiind Inregistrat nici un genotip homozigot BB.
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33.

34.

35.

36.

37.

In urma analizei valorilor structurii genetice exprimata prin frecventa genotipurilor
la rasa Brund de Maramures, genotipul homozigot AA reprezentdnd 62%, din
totalul genotipurilor, genotipul heterozigot (AB) ocupa 38%, iar genotipul
homozigot (BB) are valoarea 0 deoarece 1in cadrul prezentului studiu nu s-a

semnalat prezenta acestui genotip in populatia studiata.

In urma experimentelor efectuate, se recomanda utilizarea protocoalelor propuse
de Leiffers si colab. (2002) si Lien si colab. (1997) pentru evidentierea
polimorfismului la locusul genei leptinei si genotipizarea la acest locus, deoarece
s-a demonstrat ca a dat rezultate superioare in comparatie cu cele obtinute in cazul

testarii protocolului propus de Pomp si colab. (1997) .

Gradul de noutate al tezei consta in faptul ca rasele de taurine din Romdnia nu
au mai fost pana in prezent genotipizate la locusul genei leptinei, si cele trei

protocoale nu au mai fost testate si optimizate in laboratorul nostrui.

Prezentul studiu aduce informatii noi atdt pe plan national cat international
privind structura geneticd la acest locus la rasele autohtone de taurine §i pune
la dispozitia cercetatorului interesat, doud protocoale de genotipizare si studiu

de polimorfism genic, in laboratorul nostru.

Importanta locusului genei leptinei este evidentiata prin studiul de polimorfism
genic, care a permis identificarea timpurie a indivizilor predispusi la ingrasare
cu risc crescut de obezitate — purtdtorii alelei B (genotipul BB), precum si a
celor cu un continut crescut de carne slaba — purtdtorii alelei A (homozigotii
AA), cu proprietiti senzoriale superioare (ex. fragezime, suculentd, marmorare

etc.) apreciata de cdtre consumatori.
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38.

39.

40.

41.

42.

Perfectionarea protocoalelor de genotipizare la acest locus va permite
implementarea selectiei asistate de markeri (MAS) la taurinele din tara noastrd
in scopul mai bunei valorificiri a acestora pe piata cdarnii si in industria

alimentard.

Stabilirea de eventuale asocieri dintre genotipurile leptinei §i greutatea
corporala, stratul de grasime dorsala dar si cu unele caracteristici ale carcasei,
reprezintd o modalitate de a identifica animale distincte genetic si de a optimiza

regimul de hrdnire in concordanta cu acestea.

Validarea unor astfel de metode de genotipizare reprezintd o potentiala aplicatie
in utilizarea informatiei genetice, in selectarea animalelor pentru perfectionarea

deciziilor de marketing.

Acest studiu aduce un grad inalt de noutate, prin aceea ca Romdnia, desi este o
tard cu traditie in cresterea taurinelor, progresul genetic in ameliorarea raselor
autohtone s-a fdacut intr-un ritm lent unde tehnologia markerilor moleculari

abia incepe sa fie aplicata, cu rezultate remarcabile.

Utilizarea si testarea unor protocoale de studiere a polimorfismului genic si
optimizarea acestora pentru genotipizare la locusul genei leptinei, contribuie la
clarificarea aspectelor legate de structura genetica la acest locus a raselor de
taurine Baltatd romdneasca si Bruna de Maramures, dezvolta premisele testdrii
de asocieri intre polimorfism si insugirile productiei de carne si stabilirii genei

ca marker in selectia asistatd la nivel molecular.
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