OLIMPIADA LA BIOLOGIE
etapa republicana, 20 — 23 martie 2026

PROBA PRACTICA
Timp de lucru: 240 minute Mult succes!

Stimati participanti! Proba practicd contine patru lucrari de laborator.

Pentru realizarea fiecarei lucrari de laborator veti avea la dispozitie 60 de minute. La expirarea timpului
rezervat veti fi transferati de catre asistenti in laboratorul urmator.

Fiecare item este apreciat cu un anumit numar de puncte. Numarul total de puncte este de 200. Scrieti
raspunsurile solicitate in lucrare. Lucrarea se completeaza numai cu pixul cu cerneala albastra sau violeta
si nu trebuie sa contina nici un semn auxiliar! Lucrarile ce nu corespund cerintelor pot fi respinse de catre
Juriu.

La finalul fiecirui laborator prezentati lucrarea supraveghetorului si semnati in tabelul de
participare.



Lucrarea de laborator 1 (525)
BIOLOGIE MOLECULARA (50 puncte)

INSTRUCTIUNI GENERALE

Daca sunteti pregdtit pentru a plasa microtuburile cu amestecurile de reactie in incubatorul termostat
ridicati in sus cartonasul galben. Un asistent de laborator va prelua eprubetele si le va plasa in incubator.
Daca timpul de incubare a expirat si doriti sd luati eprubetele din incubatorul termostat ridicati in sus
cartonasul galben. Un asistent de laborator va aduce eprubetele dvs.

Daca sunteti pregatit pentru a merge in zona electroforetica ridicati in sus cartonasul verde.

Daca intdmpinati o dificultate pentru solutionarea careia aveti nevoie de asistenta unui supraveghetor,
ridicati cartonasul rosu.

Daca doriti sa mergeti la baie ridicati cartonasul albastru, in acest caz un asistent de laborator va va
insoti.

Veti realiza lucrarea fiind divizati In 2 grupuri, competitorii cu numerele 1-7 reprezintd primul grup,
competitorii cu numarul 8-15 reprezinta grupul nr.2. Schema de organizare a activitatii n laborator este
prezentata in tabelul de mai jos:

Interval | Grup | Activitate
de timp
0-5 min. 1+2 | Instructaj general, verificarea prezentei materialelor indicate.
6-15 min. 1 Realizarea partii 1, Pasii 1-5 in mod prioritar apoi alti pasi sau sarcini.
6-15 min. 2 Realizarea sarcinilor de lucru p 4-10 din Foaia de Raspunsuri.
15-24 min. 1 Realizarea partii 1, pasii 6-11
15-24 min. 2 Realizarea partii 1, Pasii 1-5 in mod prioritar apoi alti pasi sau sarcini.
25-40 min. 1 Realizarea partii 2 si sarcinile de lucru din Foaia de Raspunsuri
25-40 min. 2 Realizarea partii 1, pasii 6-11
40-55 min. 1 Realizarea sarcinilor de lucru din Foaia de Raspunsuri.
40-55 min. 2 Realizarea partii 2 si sarcinile de lucru din Foaia de Raspunsuri
55-60 min | 142 | Finalizarea activitatilor, pregatirea pentru deplasarea in urmatorul laborator.

INSTRUCTIUNI DE OPERARE A PIPETEI DOZATOR

v" Reglarea volumului - Pentru a regla volumul adecvat, rotiti cadranul de reglare a volumului prezent
in partea de sus a micropipetei. Poate fi rotit la dreapta sau la stinga pentru a micsora sau creste
volumul. NU SETATI VALORI MAI MARI SAU MAI MICI DECAT DIAPAZONUL DE LUCRU
AL PIPETEI INDICAT PE EA!

v' Misurarea volumului unui lichid - Inainte de a masura lichidul si de a-l transfera asigurati-va ca ati
reglat volumul corect si cd ati cuplat un varf. Tinand pipeta vertical apdsati pistonul de sus pana la
prima oprire. Cufundati varful micropipetei in solutie la aproximativ 3 mm adancime in lichidul
esantionului. Eliberati Incet presiunea de pe piston si lasati-1 s ajunga in pozitia initiald. Lichidul va
incepe sa intre in varf. Urmariti solutia care este trasd in varf. Nu eliberati pistonul prea repede,
deoarece poate provoca formarea de bule 1n solutie si poate provoca, de asemenea, stropirea solutiei
pe axul nesteril. Retrageti varful din solutie. Lichidul va fi acum 1n varful micropipetei.

Nota: Cea mai grava si frecventd eroare este apasarea pistonului pand la a doua oprire inainte de a
umple micropipeta. Evitati aceasta eroare.

v' Transferarea volumului unui lichid — Incircati in varf lichidul, apoi introduceti vertical varful in
recipientul 1n care lichidul trebuie transferat. Nu distribuiti lichidul in aer. Apasati usor pistonul pana
la prima oprire, apoi faceti o pauza si dupa aceea, apasati in continuare pistonul pana la a doua oprire.
Cea mai mare parte a continutului este eliberatd la prima oprire, a doua oprire asigurd ca si ultima



picaturd de lichid este eliberatd. Scoateti varful vertical din recipient si readuceti pistonul in pozitia
initiald. Scoateti si aruncati varful in recipientul pentru deseuri folosind ejectorul de varf.

ANALIZA RESTRICTIONALA

Bacteriofagii sunt virusuri care infecteazd bacteriile. Pentru a se reproduce, bacteriofagii (sau fagii)
preiau controlul asupra aparatului molecular al celulei bacteriene gazda. Ei se pot multiplica in interiorul
bacteriei si, ca rezultat, o distrug (ciclul litic) sau ADN-ul lor poate fi integrat in cromozomul bacterian si
ramane latent pe timp indelungat (ciclul lizogenic). Un exemplu este bacteriofagul speciei bacteriene
Escherichia coli — fagul A (Lambda).

In 1962 cercetitorii au descoperit cd bacteriile posedd un sistem imunitar primitiv care impiedica
replicarea ADN-ului viral in celula bacteriand infectatd. Ulterior s-a demonstrat ca acest raspuns imun
implica enzime, care cliveaza ADN-ul viral si, astfel, restrictioneaza proliferarea virusurilor. Datorita acestei
functii, enzimele au fost denumite restrictaze. Restrictazele fiind enzime din clasa hidrolazelor cu activitate
endonucleazica, recunosc o secventa nucleotidica unica (situsul de restrictie) si hidrolizeaza in mod specific
moleculele de ADN dublu catenar cu formarea fragmentelor de restrictie de diferite lungimi.

Restrictazele sunt utilizate pe scard larga in ingineria genica, in special pentru clonare. Unele enzime
cliveaza ambele catene ale ADN-ului exact pe aceeasi axa de simetrie, generand fragmente cu capete drepte
(blunt ends). Altele cliveaza fiecare catend in pozitii corespunzatoare de o parte si de alta a axei de simetrie,
formand capete ,,lipicioase” (sticky ends) — portiuni monocatenare scurte la capetele fragmentelor de ADN.

Fiecare enzima de restrictie este denumitd dupa bacteria din care a fost izolata. Prima litera indica genul
bacteriei. Urmatoarele doua litere indicd specia bacteriei. Tulpina speciei este indicatd prin a patra litera.
Cifra romana de la sfarsitul numelui indica ordinea in care enzima a fost izolata din acea tulpina bacteriana.

De exemplu, enzima de restrictie HindIII a fost a 3-ea enzima de restrictie izolata din celulele bacteriei
Haemophilus influenzae cu serotipul d.

ADN-ul bacteriofagului A (Lambda) este utilizat pentru evaluarea activitatii enzimelor de restrictie
datoritd secventei sale bine cunoscute, dimensiunii optime si prezentei numeroaselor situri de recunoastere
pentru diferite enzime.

SEPARAREA $1 VIZUALIZAREA FRAGMENTELOR DE RESTRICTIE
PRIN ELECTROFOREZA

Electroforeza este o metoda utilizatd pentru separarea populatiilor mixte de macromolecule, cum ar fi
ADN-ul, ARN-ul sau proteinele. Electroforeza in gel de agaroza permite analiza fragmentelor de ADN
produse prin digestia cu enzime de restrictie. Fragmentele de restrictie migreaza prin matricea gelului la
viteze variabile, 1n functie de dimensiunea lor, asigurand separarea lor.

Pentru vizualizarea ADN-ului, gelul este tratat cu compusi intercalanti (bromura de etidiu sau SYBR
Green). Ca rezultat, fragmentele separate devin vizibile pe gel sub forma de benzi. Pentru a determina
lungimile fragmentelor, un marker de lungime moleculara (Ladder), care contine molecule de dimensiune
cunoscutd, este incarcat impreund cu probele experimentale. Acesta migreaza concomitent cu probele
experimentale. Lungimea fragmentului de ADN necunoscut este estimatd pe baza unei curbe etalon
construite folosind distanta de migrare a benzilor markerului.

MATERIALE SI INSTRUMENTE NECESARE:
v ADN al fagului A in eprubeta marcata ADN A

v' Solutia tampon pentru incarcare 10X FastDigest Buffer in eprubetd marcata buffer



Enzima FastDigest EcoRI in eprubetd marcata EcoRI

Enzima FastDigest BamHI in eprubetd marcatd BamHI

Apa deionizata fara nucleaze in eprubeta marcatd H2Oq

Microtuburi (tuburi Eppendorf) — 3 un. si suport pentru eprubete — 1 un.
Etichete autoadezive

Carioca permanenta, 1 un.

Parafilm

Pipeta dozator si varfuri

Camera electroforetica cu gelul de agaroza in ea

Incubator termostat

Fotografia care contine imaginea gelului electroforetic vizualizata folosind transiluminatorul
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MERSUL LUCRARII:

I. Analiza restrictionala. Clivarea enzimatica a ADN fagului A
Identificati amplasarea eprubetelor ce contin enzimele, ADN-ul si solutia tampon. Pastrati tuburile cu

solutie pe gheata.
Luati 2 microtuburi (tuburi Eppendorf) si notati-le in felul urmator:
v' BNn - digestia enzimatica BamHI
v' ENn - digestia enzimatica EcoRI
unde N - este cifra/numarul corespunzator locului la masa pe care 1l ocupati
iar n — este cifra corespunzatoare ordinii in care Dvs. realizati laboratorul de Biologie moleculara.
!De exemplu daca stati la masa 8 si realizati primul din cele 4 laboratoare, laboratorul de Biologie
moleculara. veti avea urmatorele notite pe microtuburi B81, ES81.
In fiecare dintre eprubetele marcate pregititi amestecurile de reactie in volum final de 20 pl pentru
clivarea enzimatica a ADN al fagului A la temperatura camerei conform Tabelului 1.

Tabelul 1
Microtub H>04, pl ADN A, pl 10X FastDigest FastDigest FastDigest
Buffer, pl BamHI, pl EcoRI, pl
B 14 3 2 1 -
E 14 3 2 - 1

Adaugati pe rand fiecare dintre solutiile in ordinea indicata in tabel de la stinga la dreapta in microtubul
etichetat B.

V' De fiecare data schimbati vdrful pipetei dozator inainte de addaugarea unei solutii noi.

V' Pipetati fiecare solutie la fundul microtubului si in solutia anterioara.

v’ La finalizarea pregatirii amestecului de reactie inchideti ferm tubul si scuturati atent de cdteva

ori.

V' Plasati microtubul pe gheata.
Repetati punctul 4 pentru al doilea amestec de reactie.
Atunci cand doriti sd plasati microtuburile Dvs. la incubat ridicati cartonasul corespunzétor pentru a
solicita ajutorul asistentului.
Solicitati asistentului de laborator sd verifice microtuburile Dvs. si sa semneze in caseta de la p.1 din
FOAIA DE RASPUNSURI.
Microtuburile urmeaza a fi plasate la temperatura +37°C pentru 10 min.



9. Cronometrati 10 min. din momentul plasarii microtuburilor in incubatorul termostat.

10. La finalizarea celor 10 min. ridicati cartonasul galben pentru a solicita sa va fie aduse eprubetele. Un
timp de incubare mai indelungat cu cateva min. nu va afecta semnificativ rezultatul.

11. Atat timp cat asteptati puteti si realizati sarcinile 4-9 din FOAIA DE RASPUNSURI.

II. Separarea si vizualizarea fragmentelor de restrictie prin electroforeza
1. Camera electroforetica a fost asamblatd de cétre asistentii de laborator. Pentru electroforeza va fi folosit

un gel de 1% agaroza. Solutia tampon utilizata este TAE 1X (Tris-Acetat-EDTA, 40mM Baza Tris,
20mM acid acetic glacial, ImM EDTA). Godeurile reprezinti spatiile libere din gelul de agarozi. in
unul din godeuri deja este plasat markerul de lungime, numit Ladder, de asemenea este plasat ADN al
fagului A nesupus clivarii enzimatice. De asemenea pe gel pot fi deja plasate probele cercetate de catre
alti competitori. Asistentul de laborator va indica unde exact urmeaza sa plasati proba voastra. Un tabel
cu repartizarea probelor in gel va fi prezent aldturi de statia electroforeticd. Dupa ce veti primi
instructiunile necesare veti fi rugat sa semnati in tabel pentru a confirma localizarea probei Dvs.
2. Atunci cand doriti sa incarcati proba Dvs. pe gel ridicati cartonasul corespunzator pentru a solicita
ajutorul asistentului. Puteti realiza acest lucru doar in intervalul de timp indicat pentru grupul Dvs.
3. Pentru a incérca probele pe gel urmeaza sa parcurgeti urmatorii pasi:
v" Fiind insotit de un asistent va apropiati la statia de lucru, avand cu sine proba etichetatd BNn si
FOILE DE RASPUNSURI.
v" Solicitati asistentului sa va indice in care godeu sa incarcati proba dvs., completati tabelul de la
p. 2 din Foaia de Raspunsuri indicdnd codul godeului in care a fost plasata proba.
v Semnati in tabel pentru a confirma locul plasarii probei dvs.

<\

Setati pipeta la 16 pl. Imbricati un varf curat.

v Incircati proba pe gel asa cum este indicat in imaginea de mai jos. Tineti pipeta vertical.
Introduceti varful la 2 mm in godeu si apasati pe piston pana la prima oprire. Tinand pistonul
apasat retrageti varful din godeu si din lichid. Relaxati pistonul. Aruncati varful.

i_-_-____“‘“

4. La finalizarea operatiei solicitati asistentul de laborator sa semneze la p.2 in FOAIA DE
RASPUNSURIL.
5. Reveniti la locul dvs. si realizati sarcina 10 din FOAIA DE RASPUNSURL



FOAIE DE RASPUNSURI
Laboratorul Nr. 1. BIOLOGIE MOLECULARA
ANALIZA RESTRICTIONALA.

1. Solicitati asistentului de laborator si verifice microtuburile Dvs. si sa semneze in tabelul de mai

jos. (4p)
Criteriu Punctaj total Punctaj partial
Etichetare 2p 1p
Pipetare 2p Ip

2. Notati in spatiul rezervat codul probei dvs. conform godeului indicat si rugati asistentul de
laborator sa semneze.

Codul godeului in care este
plasata proba Dvs.

incircati proba in gelul de agarozi. Solicitati asistentului de laborator si semneze in
tabelul de mai jos. (4p)

Punctaj total, 4 p Punctaj partial, 2p

3. Evaluarea realizarii reactiei enzimatice.
(4p)

Loc destinat pentru atasarea imaginii preluate de pe transiluminator care prezintd probele dvs.
dupd 45 min. migrare in gel de agaroza de 1%, solutie tampon TAE 1X, la 7 V/cm.




4. In timpul electroforezei acizii nucleici migreaza in gel sub actiunea cimpului electric. Analizati
imaginea schematica a localizarii electrozilor in camera electroforetica. Indicati cu siageata in ce

directie migreaza fragmentele de ADN.

1p

5. Gelurile pentru electroforeza difera dupa cantitatea de agaroza utilizatd pentru pregitirea
acestora. Analizati afirmatiile si completati tabelul de mai jos, inscriind in spatiul rezervat
semnele “+”, daca sunteti de acord cu afirmatia, si “— “, daca nu sunteti de acord cu ea:

“4p
Afirmatie Constatare
Cu cét continutul de agaroza este mai mare, cu atat gelul este mai dens.
Densitatea gelului de agaroza influenteaza viteza de migrare a fragmentelor de ADN.
Separarea fragmentelor de ADN scurte se efectueaza in geluri cu continutul agarozei
mic.
Fragmentele lungi de ADN migreaza cu viteza mai mare.
6. Pentru vizualizarea fragmentelor de acizi nucleici in gel de agaroza se O
utilizeaza substanta Bromura de Etidiu. Analizati afirmatiile de mai ~.
jos. Notati in tabel litera “A”, daca considerati afirmatia Adevarata, Bt N=
si “F”, daci considerati afirmatia Falsa. HoN O O NH
> ¥ H 2 2
Gp Bromura de Etidiu
Afirmatie A/F

Bromura de Etidiu interactioneaza cu ADN si emite un semnal fluorescent cand este
excitatd cu razele ultraviolete.

Gelul de agaroza poate fi tratat cu bromura de etidiu dupa finalizarea electroforezei pentru
a permite vizualizarea fragmentelor de ADN.

Cu ajutorul bromurii de etidiu pot fi vizualizate atat fragmentele dublu catenare, cat si cele
monocatenare ale acizilor nucleici.




------

laborator. Imaginati-va cd, in urma efectuarii electroforezei fragmentelor de restrictie ati
obtinut unile rezultate nesatisfacatoare. Analizati afirmatiile prezentate si corelati problemele
observate in rezultatul electroforezei din coloana A cu posibilele cauze ale aparitiei acestora din
coloana B. Inscrieti literele (a-e) in dreptul cifrelor in spatiul rezervat din fata colanei A:

A. Problema

1. Benzile nu sunt separate suficient
Aparitia benzilor suplimentare
nespecifice

Aparitia benzilor ondulate

Benzile sunt slab vizibile

Disparitia benzilor corespunzatoare

(Sp)
B. Cauza posibila

a) Pieptene scos inainte de solidificarea
gelului

b) Excesul de enzima de restrictie

¢) Durata insuficienta de migrare in gel

d) Digestia incompleta a ADN-ului

e) Migrarea in gel de lunga duratd

fragmentelor mici

. Din datele din literatura de specialitate cunoasteti faptul ca ADN-ului linear al fagului A
(Lambda) are lungime de 48502 perechi de baze. Harta de restrictie a enzimei BamHI este
ilustratd mai jos. Fiecare numar indica distanta, in perechi de baze, la care se afla situsul de
restrictie fata de capatul moleculei liniare de ADN A. 6p)

Situsuri de restrictie ale enzimei BamHI

27 947

|

34,499

;

41,732

l |

48,502

5,505 22 346

;

. In tabelul de mai jos notati lungimea, in perechi de baze, a fragmentelor individuale produse in
rezultatul clivarii enzimatice. In spatiul rezervat prezentati cum ati calculat lungimea

fragmentelor. 3p

Fragment Lungimea Punctaj | Punctaj
maximal | partial

a 0,Sp 0,25 p

b 0,5p 0,25 p

c 0,Sp 0,25 p

d 0,5p 0,25 p

e 0,S5p 0,25 p

f 0,5p 0,25 p




b. Pe desenul de mai jos indicati schematic fragmentele de restrictie obtinute in conformitate
cu lungimile acestora si repartizarea lor pe gel.
3p
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in dependenta de scopul cercetirii, ADN-ul poate fi clivat cu doua enzime concomitent intr-o
singura reactie, ceea ce permite obtinerea fragmentelor de restrictie unice. Raspundeti la
intrebarile de mai jos inscriind raspunsul Dvs. “DA” sau “NU” in spatiile corespunzitoare din
tabel. (3 p)

intrebare Raspuns | Punctaj

1

Poate utilizarea a doua enzime de restrictie diferite facilita clonarea

L ) . 1 1
directionald a unui fragment de ADN intr-un vector plasmidic? P

Daca doud enzime de restrictie au temperaturi optime diferite, este posibil
sd se efectueze hidroliza ADN-ului secvential, incepand cu enzima cu
temperatura optimd mai scazuta si inactivind-o inainte de a adauga a doua
enzima?

1p

Metilarea ADN-ului face parte din mecanismul natural de protectie al
celulei bacteriene impotriva ADN-ului exogen. Poate aceasta modificare
epigeneticdi sa TImpiedice hidroliza ADN-ului genomic de catre 1p
endonucleazele de restrictie in cazul suprapunerii situsurilor lor de
recunoastere cu secventele metilate?

10. Electroforeza ADN al fagului A clivat enzimatic decurge timp de aproximativ o ora. La aceasta

lucrare nu veti reusi sa analizati proba Dvs. Analizati imaginea electroforezei in gel de agaroza
de 1 % a ADN fagului A, care a fost clivat enzimatic urmind exact instructiunile conform
protocolului oferit Dvs. (Anexa). Probele au fost incarcate in godeuri in ordinea urmaitoare:
Marker de lungime (ladder) (M), ADN A, ADN restrictionat cu EcoRI (E), ADN restrictionat cu
BamHI (B). (16 p)

Indicati numarul fragmentelor de ADN vizibile obtinute la clivarea enzimaticid cu enzima
BamHI si determinati lungimea fragmentelor indicate pe imagine cu cifrele 1 si 2. Notati
rispunsurile in tabelul de mai jos. in spatiul rezervat prezentati cum ati determinat lungimea
fragmentelor.

11p

Clivarea enzimatica a ADN fagului A cu BamHI

Numairul de fragmente Lungimea fragmentului Lungimea fragmentului
vizibile pe poza gelului notat cu 1, pb notat cu 2, pb

1p 1p 1p







A

b. Raspundeti la intrebarile de mai jos inscriind raspunsul Dvs. “DA” sau “NU” in spatiile

corespunzatoare din tabel. 2p
intrebare Raspuns | Punctaj
1 Numarul de fragmente obtinute este egal cu cel prognozat conform datelor 1
din literatura de specialitate? P
) Lungimea fragmentelor determinate notate cu 1 si 2 este identicd cu cea 1p
prognozata conform datelor din literatura de specialitate?

c. Daca la intrebarea 2 de la punctul b. ati fi raspuns “NU”, care ar fi posibila explicatie? Analizati
explicatiile posibile prezentate in tabelul de mai jos. Notati in tabel litera “A”, daca considerati

ca explicatia este Adevarata, si “F”, daca considerati explicatia Falsa. 3p
Explicatia posibila A/F Punctaj
Dimensiunea fragmentelor de ADN este determinatd utilizind o curba etalon.
Masurarea inexacta a distantei parcurse de benzi pe gel duce la determinarea eronata 1p

a lungimii fragmentelor.

Fragmentele de ADN se unesc prin formarea legaturilor de hidrogen pe baza
complimentaritdtii la capete lipicioase formate in rezultatul clivarii cu enzima
BamHI (5'-GATC...-3"). In comparatie cu legituri covalente, legiturile de hidrogen
formeaza structuri de ADN mult mai stabile.

1p

Stocarea markerului de lungime in conditii de temperatura inadecvate poate duce la
degradarea partiald a fragmentelor si schimbarea proprietatilor acestora. Construirea 1p
curbei etalon pe baza unui astfel de marker duce la obtinerea rezultatelor eronate.

Vi multumim pentru efortul depus!
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