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Descriere:

Inventia se referd la fiziologia si biochimia plantelor si poate fi aplicatd in laboratoare la identificarea
fractiei mitocondriilor.

Identificarea fractiei mitocondriilor are o mare importanta in activitatea specialistilor la studiul diferitelor
functii §i procese caracteristice mitocondriilor - organite ce contin un sistem de replicare, transcriere si
translatie a informatiei genetice proprii.

Se cunoaste metoda de identificare a fractiei mitocondriilor prin determinarea activititii succinat
dehidrogenazei dupd modificarea extinctiei, care se masoard la spectrofotometru peste fiecare 15 s timp de 3
min a 2,6-diclorfenolindofenolului redus in prezenta fenazinmetasulfatului [1].

Dezavantajul acestei metode constd in necesitatea de utilaj special, mentinerea temperaturii constante
(37°C) atat in termostat, cit si in camera spectrofotometrului pe parcursul intregii perioade de lucru; dificultati
in procesul de calcul si de prelucrare a rezultatelor obtinute, ce pot provoca erori in rezultatele finale.

Se mai cunoaste si metoda de identificare a fractiei mitocondriilor prin analiza electronomicroscopicd, ea
servind ca cea mai apropiatd solutie [2]. Metoda include omogenizarea materialului vegetal, izolarea fractiei
mitocondriilor din material vegetal prin centrifugarea diferentiata la 20000 g. Mediul de omogenizare contine
zaharoza (0,25 M), solutie-tampon TRIS-HCI1 (50 mM, pH 7...8), mercaptoetanol (10 mM), ioni de magneziu
(10 mM), ioni de calciu (1 mM), polivinilpirolidond (10%) si cisteina (0,5%). Spélarea mitocondriilor se
efectueazd cu mediu omogenizat ce nu contine cisteind prin centrifugare repetatd. Mitocondriile se
suspendeazi in mediu ce contine zaharozi (0,5 M) si solutie-tampon TRIS-HCI (0,05 M, pH 7,4), care include
fixarea mitocondriilor cu tetraoxid de osmiu (OsOs) timp de 1...2 ore; dehidratarea materialului in alcool etilic
(96%) - 1 ord; colorarea cu uranilacetat (30 min); saturarea cu amestec de butilmetacrilat §i metilmetacrilat
(1:5) in prezenta catalizatorului chimic - 3 ore; polimerizarea materialului (50...55°C) - 24 ore; segmentarea
prin ultramicrotomare si analiza la microscopul electronic [2].

Dezavantajul acestei metode consta in necesitatea utilizdrii unui numar mare de reactivi costisitori, utilaj
special si un timp indelungat de efectuare a procedeului (27 ore).

Problema pe care o rezolvi prezenta inventie constd in elaborarea unei metode care ar asigura identificarea
fractiei mitocondriilor fird folosirea utilajului special, cu un consum minim de reactivi mai putin costisitori si
fara necesitatea efectudrii calculelor rezultatelor.

Esenta inventiei constd in faptul cd metoda de identificare a fractiei mitocondriilor la floarea-soarelui
include omogenizarea materialului vegetal, izolarea mitocondriilor din mediul de omogenizare a materialului
vegetal prin centrifugare diferentiatd, spalarea mitocondriilor cu mediul omogenizat ce nu contine cisteind,
suspendarea mitocondriilor in mediu ce contine zaharoza si solutie-tampon TRIS-HCI; pentru distrugerea
membranelor in aceastd solutie se adaugd Triton X-100. Identificarea fractiei mitocondriilor se realizeaza prin
efectuarea cromatografiei pe placi de silufol dupd aparitia zonelor de acizi fumaric si malic, formate ca rezultat
al actiunii enzimelor mitocondriilor respectiv asupra acizilor succinic sau fumaric.

Metaboliti ai activitatii enzimelor ciclului Krebs localizat in mitocondrii constituie succinat dehidrogenaza,
EC 1.3.99.1 si fumarat hidrataza, EC 4.2.1.2. Rezultatul obtinut este cauzat de capacitatea cromatografiei in
strat subtire de a separa acizii organici mentionati si in consecintd de a identifica activitatea acestor enzime
markeri specifice ai mitocondriilor.

Rezultatul inventiei constd in simplificarea, accelerarea si ieftinirea metodei de identificare a fractiei
mitocondriilor.

Exemplu de realizare a inventiei

Obtinerea de fractiuni subcelulare pure presupune citeva etape si anume: distrugerea peretelui celular,
separarea membranelor citoplasmatice si apoi izolarea componentelor prin centrifugare diferentiatd ce are la
baza diferentele de densitate ale fractiunilor subcelulare.

Pentru izolarea mitocondriilor s-au luat 10 g material vegetal (apexul floral de floarea-soarelui in perioada
de butonizare), care a fost omogenizat manual intr-un mojar cu pistil de portelan in care s-a addugat sticld pisata
(0,5 g) pentru a imbundtati randamentul de obtinere a fractiunilor si 60 ml de mediu de omogenizare cu
urmétoarea compozitie (la 100 ml):

- solutie de zaharoza 0,25 M, izotonic fata de citozol (17,1 g);

- solutie-tampon TRIS-HCI, 50 mM, pH 7...8, care neutralizeaza continutul acid vacuolar (6,9 g) ;

- compusi cu functiune sulthidril (mercaptoetanol sau ditiotreitol) 10 mM, care protejeazd oxidarea
enzimelor ce contin cisteind (0,4 ml);

- ioni de magneziu de concentratie 10 mM pentru a evita disocierea ribozomilor (MgCls, 0,0203 g);

- ioni de calciu la concentratia de 1 mM, care previn precipitarea cromatinei nucleare (CaCly, 0,0745 g);

- polivinilpirolidona (10%), care precipitd taninurile din vacuole, ce inactiveaza enzimele (5,0 g);
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- cisteind (0,5%), pentru stabilizarea grupdrilor fenolice (0,5 g).

Dupad omogenizare, amestecul a fost filtrat printr-o panzi de nylon (4...6 straturi), inliturind reziduul ce
contine tesut numai partial distrus, pereti celulari si membrane plasmatice distruse. Supernatantul ce contine
componentele subcelulare a fost centrifugat 5 min la 2000 g, inlaturAndu-se astfel nucleii, cloroplastele si
fragmente ale acestor organite. Mai apoi supernatantul a fost supus din nou centrifugirii, timp de 15 min la
20000 g obtindndu-se in precipitat fractia imbogdtitd cu mitocondrii. Supernatantul (fractia citoplasmatica)
contine un amestec de componente solubile ale citoplasmei, vacuolelor si ale altor organite distruse.
Mitocondriile astfel precipitate au fost spilate timp de 3 min cu 4 ml mediu de omogenizare ce nu contine
cisteind, apoi din nou precipitate prin centrifugare timp de 5 min la 20000 g. Mitocondriile din precipitatul
obtinut au fost suspendate in 0,5 ml solutie ce contine zaharoza (0,5 M, pH 7,4) si tampon TRIS-HCI (0,05 M,
pH 7,4). Pentru dezintegrarea membranelor mitocondriilor s-a addugat Triton X-100 (0,025 ml) si s-a
omogenizat fird nisip.

Pentru identificarea fractiei mitocondriilor, a fost efectuatd cromatografia pe placi de sulfol folosind ca
martori acizii succinic, fumaric i malic - produse intermediare ale ciclului Krebs localizat in mitocondrii. S-au
pregitit solutii saturate de acid succinic, acid fumaric, acid malic. Drept probe au servit produsele rezultate din
reactiile dintre fractia mitocondriilor §i acidul succinic: fractia mitocondriilor si acidul fumaric in raport de
1:0,1. Probele au fost incubate la temperatura camerei 20°C timp de 10 min. Ca cluent pentru executarea
cromatografiei s-a luat un amestec de alcool butilic, acid acetic si apd in raportul 4:1:5. in calitate de
developant a fost folosit bromfenol albastru in alcool (96%) si NaOH (0,1 N). Probele si martorii au fost depusi
pe plécile de silufol cu ajutorul capilarelor. Dupd efectuarea cromatografiei au fost obtinute tablouri destul de
clare din care poate fi demonstratd identificarea fractiei mitocondriilor. Astfel, numai in fractia mitocondriilor
acidul succinic sub actiunea succinat dehidrogenazei s-a transformat in acid fumaric, iar acesta sub actiunea
fumarat hidratazei s-a transformat in acid malic, pe cind in fractia citoplasmaticd aceste transformiri nu au
avut loc din cauza lipsei acestor enzime de mitocondrii (fig. 1).

(57) Revendicare:

1. Metodd de identificare a fractiei mitocondriale la floarea-soarelui, care include omogenizarea
materialului vegetal, izolarea fractiei mitocondriilor din mediul omogenizat prin centrifugare diferentiata,
spalarea mitocondriilor cu mediul omogenizat ce nu contine cisteind, suspendarea fractiei mitocondriilor in
solutie ce contine zaharozi si tampon TRIS-HCI si identificarea materialului obtinut, earacterizati prin aceea
ca dupd suspendare se efectueazd distrugerea membranelor mitocondriilor prin addugare de Triton X-100 si
omogenizare, se adaugd acid succinic sau fumaric dupi care identificarea materialului obtinut se realizeazd prin
cromatografie pe pldci de silufol conform aparatiei zonelor respective de acizi fumaric si malic.
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a) b)

Fig. 1. Cromatograma distribuirii acidului succinic §i fumaric in urma actiunii succinat dehidrogenazei (a) si a
acidului fumaric §i malic in urma actiunii fumarat hidratazei de mitocondriilor (b).

a) b)
1. acid succinic; 1. acid fumaric;
2. acid fumaric; 2. acid malic;
3. fractiunea mitocondriilor + acid succinic; 3. fractiunea mitocondriilor + acid fumaric;

4. fractiunea citoplasmatica + acid succinic. 4. fractiunea citoplasmatica + acid fumaric.
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