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I ntroducere

Malaria, una dintre cele mai periculoase boli, eduzle un parazit protozor din genul
Plansmodiumafecteaz anual aproximativ 300-500 milioane de persoandyelicare in jur de 3
milioane §i pierd viga. Peste un milion de copii (majoritatea sub 5 annt mai predispu la
boak decat populga adult.

Cele mai multe tratamente Tmpotriva infet cu malarie sunt chimioterapice, cel mai
comun medicament folosit fiind pe @ade chinird. Din punct de vedere tehnic, al modului de
livrare, precumsi al preului final de livrare, crearea vaccinurilor impeti malariei ingd mai
reprezini o adevirati provocare greu de dus la ndeplinire. Pentru di cueste dificuliti
logistice ce privesc administrarea vaccinului melda persoanele afectate de acgasiah la un
pret accesibil lor, vaccinurile comestibile exprimateplantele de tomate (in care diferite plante
transgenice manifestdiferite tipuri de antigene, imunizarea persoanéfpotriva multiplilor
antigeni care cauzeazaceast boah si Tmpotriva fiecarei etape a ciclului de tiaa acestui
parazit) ar putea fi un sistem eficient, iefiinun mod sigur de vaccinare. Datéritaptului G
parazitul malariei are un complex ciclu det&jacrearea de vaccinuri carg imhibe dezvoltarea
lui ar fi o adevirati provocare. Pe de alparte, acest complex ciclu de pi@are se desf§oai in
diferite organisme ne ofgémosibilitatea de a interveni in diferite stadii dezvoltare a acestui
parazit.

Datoritd faptului G pentru a trasmite aceadioak la om este nevoie de mai multe gagde
parazitul trebuie & trea@ prin diferite stadii de dezvoltare, este nevoie we nunar de
aproximativ 10-15 antigene carg sonfere o protae impotriva diferitelor stadii ale dezvai
parazitului (CHOWDHURYsi BAGASRA, 2007). Protocoalele standard de vaca@&rfatosite in
prezent nu permit ca un ndmesa mare de antigend §ie introduse n organismul uman printr-o
singuéi vaccinare. Pentru a ocoli aceste difigtiliogistice si pentru a permite administrarea
vaccinului la cele mai mici preri pacienilor aflati in nevoie, vaccinurile comestibile exprimate
in tomate ar putea deveni o modalitate iéftisi sigua de administrare a vaccinului
(CHOWDHURY si KANTOR, 2008).



Combaterea malariei se poate face atat prin ingezea ciclului de viad a acestui parazit
odat ajuns in om, precusi in perioada in care acesta éseagte in vector.

Obiectivul principal al tezei de doctorat este oeeaunui vaccin comestibil Tmpotriva
malariei care &fie exprimat in tomate. Motivia acestei cerecet este olinerea respectivului
vaccin comestibil la un cost redus, gadel incat oamenii afeatade aceadt boak si poat

beneficia de un tratament cat mai iefirmai accesibil.

Etape ale dezvoltarii parazitului malariei

Diversi cercetitori au descris in cercatle lor diferiti candidai pentru vaccinul Tmpotriva
malariei, candidg care ar putea opri dezvoltarea patiémi in diferite etape ale dezvaiti (pre-
eritrocitic si post-eritrocitic). Hematozoarele din genRlasmodium spau un ciclu de via
complex. Acesta Tncepe in momentul In care o fen&iar injecteaz sporozoitele in sangele
unei persoane in momentul cand aceasta @esgte (LODISHsi colab., 2008). Dup injectarea
sporozoitelor, acestora le trebuie matipuwde 30 de minute pentru a invada hepatocitelei Ap
este necesaro perioad de 6-16 zile pentru ca aceste sporozoiteses maturizeze (OKITSU,
2006). Maturizarea sporozoitelor are loc in ficapglrsoanei infectate. Etapa de dezvoltare a
parazitului, ce are loc n ficatul persoanei indgef se incheie prin eliberarea inh sange a zeci de
mii de merozoite care invadeaezelulele rgii si incep 4 se inmulesa si si se matureze, trecand
astfel de la o etdipce are forra de inel la urmitoarea etafy si anume de trophozoitg apoi la cea
de schizont (CDC, 2010). Schizontul va elibera gangeneréie de merozoite, care la randul lor
vor invada celule rgi pentru a repeta ciclul (CDC, 2010).

A fost dovedit @ Plasmodium spse manifest diferit de la o zoh geografi@ la alta, acest
fapt reprezennd o alt provocare pe care trebuig g luim in calcul in elaborarea unui vaccin
eficient impotriva malariei. Ca urmare a diveigitauzate de specificul zonei, un atare vaccin ar
putea vindeca persoanele din zona de unde probdiesticolectate. Cu toate acestea, chiaé dac

vaccinul agoneaz asupra acelugaantigen, nu inseamirca el va fi eficient intr-un alt mediu.



Stadiul actual al cunoasterii

In momentul de f@, cel mai avansat vaccin disponibil impotriva miaiaeste RTS,S,
un vaccin creat Tn 1987 date cercettorii firmei GlaxoSmithKline Biologicals. Vaccinul
RTS,S se aidl la ora actual in cea de-a 3-a faza tesirilor (din mai 2009), fiind testat pe
15461 de copiii din mai multgiri africane (WHO, 2011). In ceea ce peie eficacitatea
respectivului vaccin, prin cea de-a ddaz a tesirilor s- a reyit inducerea imunitii in 35%
dintre pacietii care au prezentat semne clinice de degin 42% dintre pacign afectgi sever
(ALONSO si colab., 2004; ALONSGi colab.,2005). Intr-un studiu mai recent s-a destiai
o eficacitate de 53% a vaccinului Tn momentul adisiiirii acestuia copiilor cu varste cuprinse
intre 5si 17 luni (BEJONGi colab.,2008).

Crearea cu succes a unui vaccin complex caiepiedice dezvoltarea parazitukiicare
si interagioneze cu parazitul in trecerea acestuia de laf & alé etaf a vigii, ar fi candidatul
ideal pentru vaccinul impotriva malariei (CHOWDHURIYcolab., 2009). PICSP-§ PfCSP-RC
sunt dod antigene recombinante derivate éltasmodium falciparun€SP. Atunci cand au fost
testate pe iepusi soareci in asociere, acestea au indus o imunizdieati a organismului (PAN
si colab., 2004, PANsi colab., 2007). Rezultatele auvatat G respectivele antigene pot fi utile
pentru dezvoltarea unui vaccin polivalent impotrvalariei.

In rezultatele publicate anterior datre PANsi colab.(2004), asupra posibililor candjda
ai vaccinului malariei, agda au analizat proteina PfCP-2.9, care este amigereat prin
fuziunea MSP1-19 cu AMA-1 (lll). Vaccinul candidetduce anticorpi care inhibdezvoltarea
parazitului in sange la studiile efectuatevitro (PAN si colab., 2004). Duptestarea PfCSP-§
PfCSP-RC ca antigeni folaspentru imunizarea animalelor (folosind sau nedold PfCP-2.9 ca
adjuvant), rezultatele experimentelor efectuaté®A#l si colab.(2004) au atat c nu este nici 0
concurema intre aceti doi antigeni. Cu toateacin momentul tedtii vaccinului PfCP-2.9 pe
diferite animale acesta a indus un nivel ridicatrdenitate Tmpotriva parazitului malariei, in urma
testrii vaccinului pe oameni a fost observat un niveicat de anticorpi,dra ca acetia s inhibe
dezvoltarea parazitului (MALKINi colab., 2008). In urma testi vaccinului pe subigt umani

PAN si colab. (2010), au demonstrat componentele proteinei himerice create de ei (F2Cp
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Tsi pastrea structurasi dupa fuzionare, sugerand mai departeproteina himerig ar reprezenta

un potemal candidat in crearea unui vaccin folosit Th catelbea acestei maladii.

Situatia actuala a vaccinurilor comestibile

Atat motivele enutate anterior, ca§i alte cercetri ce au fost efectuate cu succes avand
scop similar, sunt confirmatg prin faptul G cerceiliri efectuate pentru eimerea de vaccinuri
comestibile au fost raportate la alte culturi. De exemplu, producerea unui wacmomestibil
exprimat Tn porumb Tmpotriva tulpinii enterotoxigemle organisnmuluEscherichia colia fost
raportai de DANIELL si colab.(2001). Alte cercati asupra vaccinurilor comestibile au fost
raportatesi in alte culturi de legume cum ar fi cartofilmorcovii (WALMSLEY si ARNTZEN,
2000).

Diferite vaccinuri au fost dezvoltate impotrivaatitelor boli virale, bacteriene, parazitare
si antigeni impotriva alergenilor atat pentru oamediisi pentru animale. Plantele proditicare
de vaccinuri au fost utilizate pentru a producetic&nmari de proteine pentru diferite vaccinuri
sau chiar folosite pentru a produce vaccinuri cdiis.

In ceea ce privge situaia vaccinurilor comestibile Tmpotriva malariei,lédr publicate
recent metioneaz expresia unor antigene impotriva malariei in dajattutun (DANIELL si
colab., 2010), in semi@le deArabidopsis thaliana(SUN si colab., 2010) , 4 si in alge verzi
(DAUVILLEE si colab., 2010). In lucirile mai sus megionate au fost folosite antigenele malariei
AMA1, MSP 1(DANIELL si colab., 2010; DAUVILLEEsi colab., 2010), MSR% (SUN si
colab., 2010). Nivelul de expresie al proteineler idteres Tn plantele transformate au fost de
10.11% pentru plantele de tutun transformate cuag®MAl, 13.17% in cele transformate cu
MSP1si intre 6.1% (AMA1)si 7.3% (MSP1) in plantele de salgDANIELL si colab., 2010).
Din seminele deArabidopsistransformate cu gena MSR§-a reyit extragerea a aproximativ 5%

proteiri de interes din proteina to#a]lSUNsi colab., 2010) .



Procesul de obtinere a plantelor transgenice

Diferite metode de lucru necesare atat culturiteituri, precumgi pentru transformarea
plantelor, au trebuit optimizate cu scopul attiede tomate transgenice caré ®e folosite n
vaccinare. Obiectivul nostru a fost acela de a diggwin mod de lucru eficient cu ajutordrgia
si oklxinem un nivel maxim de proteine pentru cangdideccinului pentru malarie. Pentru a
realiza acest obiectiv a fost necésaptimizarea produ®i de tomate transgenice, aceasta
putandu-se realiza prin Tndeplinirea dtoarelor cerire:

1) testarea mai multor soiuri de tomate pentruentifica soiurile care au cea mai ridicat
capacitate de regenerare;

2) analizareai determinarea celor mai favorabile mediii de cdifpentru dezvoltarea degpituge
folosind diferite medii de cultér

3) optimizarea celui mai eficient mod de lucru fpertransfomarea geneii@ tomatelor folosind
metodaAgrobacterium

4) identificarea plantelor transgenice prin usitea diferitelor tehnici moleculasede regenerare
a plantelor transgenice;

5) testarea nivelului de expresie a proteinei ddritplantele/fructele transgenice.

Transfor marea genetica

Informaia genetid a plantelor, la fel ca Th cea mai mare parte argotelor, este stocat
sub forma de polimeri, numi si ADN. Fiecare gef a plantei codifié@ pentru o proteify ceea ce
face ca nurirul total de gene dintr-o plahtsi fie foarte mare. Diferga dintre procariotei
eucariote const in faptul & ADN-ul din compoziia cromozomului bacteriilor are fo#m
circulara. Numarul si dimensiunea cromozomilor poate varia de la o igplacalta. Transformarea
este un pas din procesul de inginerie geadticcare o gehnou (transgef) este introdus in
cromozomul unei celule. Transferul de gene poatedlizat prin doéi metode de transformare:
metoda direct si metoda indireéct Metoda de tranformare indiréctva fi prima descrig

transformarea explantelor folosind acéasetod: implicand bacteridgrobacterium tumefaciens



Pentru a realiza o transformare gi€u a plantelor trebuie mai Tntaa gransfornrim bacteria
Agrobacterium,iar mai apoi & utilizam bacteriile tranformate cu genele de interes peatr
transforma tomatele. In urma procesului de tramsféme a plantelor, acestea pot dobandi
caracteristici valoroase cum ar fi: rezigteta diferite erbicide, difefiivirusi sau aget patogeni,
obtinerea de plante vaccin. Plantele modificate gef@MO) sunt exemple de plantetiolute in
urma transforririlor genetice. Cele mai folosite plante pentru fiodrile geneticesi care ocup
cele mai mari suprafe, sunt bumbacyi porumbul.

Agrobacterium tumefaciensste o bacterie ce ste in solsi care invadeakplantele prin
ranile plantelor de la nivelukdacinii sau tulpinii. Acesta este capabhil tsansfere o parte a ADN-
ului propriu in celulele plantei parazitate(podiferite plante ornamentale sau diferite specii de
pomi fructiferi si legume), cauzand tumori sau gale (TRIGIANOGRAY, 1999). Pentru acest
motiv Agrobacterium tumefaciersste unul dintre cele mai convenabile metode destoanare
genetia.

ADN-T este un segment al plasmidei Ti digrobacteriumcare este transferat in celulele
plantei atunci cand bacteria infectg@galanta. Regiunea ADN-T-ului este incadrate latura
stand si de latura dreapt Tot ce se #seste intre aceste 2 laturi este transferat in plpatazitai.

Regiunea ADN-T-ului ap@nand plasmidei Ti poate fi modificapentru a introduce gena
de interes dupdezarmarea acestei regiuni de genele care indowafea de tumori. Acest fapt a

constituit inceputul dezvaltii procedurilor de transfer ale genelor sau a ADINFIn plante.

Rezultate si discutii

Primul pas important al studiului detfal-a constituit selectarea a doantigene
(PICSP-RCsi PfCP-2.9) din multitudinea de antigene raportdee diferii cercedtori
(BEJONSsi colab.,2008, CHENETi colab., 2008, WEEDALLsi colab., 2007, BOJANGI
colab., 2005).

Vectorul binar pPS1 a fost ales pentru introducegeaelor malariei in [Eoli,

clonarea genelor in vector fiind realizae éatre compania GenScript.



Vectorul a fost primit cadou de la HUGH MASON Tmpné cu harta acestuisi
instruaiunnile de multiplicare.

Bacteriile Agrobacteriumau fost transformate cu ADN-ul malariei prin metod
electropotirii, aceasta fiind metoda recomandde atre literatura de specialitate (HUANG
si MASON, 2004).

In studiile efectuate asupra celor docolonii (in cazul electroparii bacteriei cu
gena PfCP-2.9)si respectiv 18 colonii (pentru gena PfCSP-RC) s#maut identificarea
coloniilor transformate cu genele de interes. Ast fdentificate cateva colonii transformate
cu gena PfCSP-RC care au prezentat ambele genatedesi in urma migrii ADN-ului
probelor de interes Tn gelul de agaromai precis coloniile nuanul 3, 5, 10, 12, 15, 16j
18. Colonia nuriirul doi rezultad in urma procesului de transformare cu gena PfORa2.
prezentat ambele gene de interes Tn momentubmigDN-ului Tn gelul de agarax

Au fost selectate vari@i cu o perioad de vegetge cupring intre 58 de zile
(Summer Sweei 95 de zile (Pineapple), de diferite forme [ovéfR®ma), rotund-aplatizate
(Pineapple, Brandywine), rotunde (Rutgers, Pink-§ummer Sweet)]. Greutatea fructelor
tomatelor selectate a variat intre 57 g (Summngieg00 g (Pineapple). Diversitatea mare a
varietitilor de tomate utilizatén studiul de f@g a pornit de la doriga de a otine vaccinuri
comestibile exprimate in fructe de diferite formmaarimi si culori (CHOWDHURY si
BAGASRA, 2007). Rezultatele ghute de la cultura dgsuturi au fost analizate cu ajutorul
programului statistic SPSS. Ca rezultat, cel mai imediu de cultur dintre celesase medi
de cultué testate a fost MS +1Z + .05IAA.

In urma studiilor efectuate asupra transfarimplantelor de tomate a reie ci un
numir mai mare de regenenanpot fi prodwi la concentraa de Agrobacterium
ODgo=0.4nm, aceast concentrge fiind folositi Tn majoritatea experimentelor de
transformare ale plantelor de tomate. Cu todteadorile ideale ale denstti celulelor de
Agrobacteriuma fost raportat de diferii cerceditori ca fiind 0.8 nm (BETCHTOLDsi
colab., 1993, YONG: colab., 2006), 1 nm (VAINi colab., 2007, PARKi colab., 2003)
sau 0.2 nm (QIUi colab., 2007), pentru experimentele dgsfate de noi aceste concefiira

nu au dat cele mai bune rezultate. Concéatde Agrobacteriumfolosita Tn experimentul
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de faa a fost infial de 1nm, iar mai tarziu a fost redua 0.4 nm. Rezultatele gbute n
urma transforririi plantelor au depinsi de concentrga antibioticelor din mediul de
selegie; spre exemplu, concentiga folositi de cGtre VELCHEVAA si colab.(2005), a fost
de 350mg/lde Timentid si 100 mg/l Kanamicird, in timp ce concentti folositi in cazul
de fga n primele doa siptamaini de cultivare a explantelor pe mediul de ireteca fost de
300mg/l de Timentid si 50 mg/l Kanamiciri. S-a recurs la folosirea de concetitranai
mici pentru a permite regenerarea a cat mai mefptante, cu toateacconcentrgile mai
mici pot duce la un nuiin mai mare de explante netransformate, ,escapesCORMICK,
1991). Pentru evitarea regefiréirde explante netransformate explantele au fi@gstisferate
ulterior pe medii de selge coniindnd 400 mg/l Timentird si 100 mg/l Kanamicira.
Procentul de explante regeneratgiralite in experimentul de ffaa variat intre Gi 24.1%,
valoarea maxir fiind Tnregistrad in momentul transforamii plantelor apainand varieitii
Pink Girl cu gena PfCSP-RC colonia 18. Acest proacamespunde unui nuinde 20 de
regenerafi initiali obtinuti din 83 de explante ifale. In ceea ce prigee raportul dintre
numarul de explante iniale si numarul de regenergninitiali calculat pentru explantele
transformate cu gena PfCSP-RC15, cel mai mare ptaca fost obnut de varietatea
Pineapple cu 3.96%, urnaade varietatea Summer cu 2.41%. Acest procent gonee unui
numar total de 12 regeneranobtinuti din 497 de explanteSi in cazul explantelor
transformate cu gena PfCP-2.9 raportul a fost maitmic decéat cel almut de gena PfCSP-
RC-18, procentul cel mai mare de regengrdimd obtinut de varitatea Roma cu 4%
regenera, procent ce corespunde unui nirde 4 regenerandin 100 de explante. A doua
varietate cu cel mai mare procent de regenegmost Pineapple cu 2.9%, acest procent
corespunand unui nunar de 25 de regeneramin 854 de explante.

Numirul final de plante transformate care au ajuns déumitate a fost de 13, dintre
acestea 5 plante rezid in urma transforamii plantelor cu gena PfCP-2$8 8 in urma
transfornarii plantelor cu gena PfCSP-RC.

ADN-ul extras din fructele verzi din frunzele plantelor transformate a fost testat
prin metoda PCR, toate plantele testate prezenb@mdile de interes specifice genei de

interes, mai ptin planta nurarul 3 (aceasta fiind testapozitiv pentru prezga genenptl).
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Toate cele 4 plante apewand cultivarului Summers au fost testate popwntru prenzeia
ambelor gene de interes in ADN-ul extras din frigct®apte ale plantelor.

Plantele genetei a doua de plante transformate cu gena PICRgka@ita 1, Xi 3)
au fost analizate folosind PCR, toate probele izai@ tesind pozitiv pentru prezea
ambelor gene de interes.amiutele rezultate Tn urma gerniami semintelor provenite de la
plantele 1, Zi 3 transformate cu gena PfCSP-RC15 au fost tepenéu prezega genelor
de interes. Toate plantele testate au prezentaklandene de interes, inclusiv planta
numarul 3, care a fost testahegativ pentru prezea genei malariei in momentul analiz
ADN-ului extras din fructe. Plantele gengeaa doua de plante transformateapaginand
varietitii Pineapple transformate cu gena PfCSP-RC15 audalizate, toate prezentand
banda de interes specHigeneinptl, insa fard ca vreuna din plantele testate @ezinte
gena malariei in gelul de aga#ioz

Dupia cum se poate observa din datele prezentate, dipleif’e care au rezultat in
urma transforririi cu ambele gene de interes doar 11 au prezantbtle gene de interes.

Dupa demonstrarea prezem ADN-ului in plantele transformate, uditorul pas al
experimentelor a constat demonstrarea integii ADN-ului de interes in genomul plantei
transformate. Pentru a realiza acest lucru ARNuulpdantele transformate a fost extras, iar
mai apoi a fost analizat cu ajutorul metodelor Reale PCRsi Reverse Transcriptase PCR.

In urma analizrii primelor probe testate folosind metoda Revéfsancriptase PCR,
plantele 1si 2 transformate cu gena PfCP-2.9 a vétieSummer au fost testate pozitiv
pentru prezega ambelor gene de interes.

Plantele identificate pozitiv pentru prezamenelor de interes prin metoda Real Time
PCR au fost cele cu nuimul 1,4,5,6,si 7 transformate cu gena PfCSP-RC15 apand
variefitii Summer.

De la plantele 4,5,6i 7 ARN-ul testat a fost cel extras din plantelegsiei a doua
de plante, in timp ce ARN-ul testat pozitiv penttanta nunrul 1 a fost extras din fructele
plantei. Si plantele nurarul 1,2 si 3 transformate cu gena PfCP-2.9 ajp@énd varieitii
Summer au fost testate pozitiv pentru prezegenei malariei in urma analid gelului de

agaroZ si a temperaturii de denaturare.
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Restul probelor (16 la nuir) de ARN au fost testate folosind metoda Reverse
transcriptase PCR dataritostului mai s&zut al materialelor necesare pentru realizarea
acestuia. Cu ajutorul respectivei metode a fosliztaARN-ul extras din frunzele plantelor
transformate. Plantele 267 transformate cu gena PfCSP-RC au fost testagip pentru
prezema ambelor gene de interes (atat in probele praveimt frunze cagi cele din fructe),
la fel si planta nurirul 4 (ARN-ul testat a fost extras numai din frulezeplantei)
transformat cu gena PfCP-2.9. Alte 3 plante ap#nd varieiti Summer (planta 1,4i 6)
transformate cu gena PfCSP-RC au fost testateipg@ntru prezefa genei malariei (in
frunzele plantelor) in momentul analiz gelului de agaroz Doar plantele 1,%i 3
apatinand genengei 2-a de plante transformate cu gena PfCSP-RQ@liost testate prin
metoda RT-PCR. In momentul analiz gelului de agarox plantele 1si 2 au prezentat
benzile de ADN specifice genei malariei, plantaepmrezentand nici de aceasiaé banda
de ADN.

Rezultatele experimentelor Real Time PGR Reverse Transcriptase PCR au
reconfirmat rezultatele oinute in urma analiizii ADN-ului plantelor transformate prin
metoda PCR. n lucrarea detfas-a regit asadar demonstrarea, prin intermediul metodei
PCRsi a metodei RT-PCR, transmiterii cu succes a gergganteres apanand genergei
a doua de plante transgenice. Originalitatea rataitir recurge din faptulaceste singura
lucrare in care se prezinprezema antigenelor impotriva malariei in geneaa doua de
plante transformate.

Dupa demonstrarea prezem genei de interes in probele de ARN s-a realizat
extragerea proteinelor din plantele transformatejaii de cuantificaregi analizarea lor
prin intermediul metodelor ELISAI Western Blot. Prin experimentul respectiv progn
au fost extrase din organe diferite ale plantefounge, fructe) cu ajutorul kit-ului de
extragie al firmei Sigma. Extragerea proteinelor din tele tomatelor este un proces dificil,
tomatele fiind incluse in categoria plantelor retednte (SARAVANANSsi colab., 2004),
din acest motiv cantitatea de proteine extrasefuiotele plantelor fiind in unele cazuri

sczuta.
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Cea mai mare cantitate de prote(d7.57ug/ul) a fost extraglin planta nuréirul 3
rezultati in urma transforirii varietitii de tomate Summer cu gena PfCP-2.9. Deoarece nu
s-a reyit obtinerea de anticorgi de proteine purificate pentru niciuna din gerfelesite in
transformarea planteloratcsi datoriti faptului & genele de interes sunt himerice, s-a recurs
la detectarea proteinei de interes din plantelastamate cu ajutorul unor anticorpi
Tmpotriva uneia din cele dawgene care aftuiesc genele de interes.

Analizarea proteinelor extrase din plantele trarmefie cu gena PfCP-2.9 a fost
efectual cu metoda Western Blot. Au fost identificate bénzroteice corespuatoare
genei PfCP-2.9 (32 kDa) in planta nirod 2 si planta nundrul 4.

Studiile efectuate asupra proteinelor extrase f@intple transformate cu gena PfCSP-
RC au permis identificarea proteinei de intereglamtele transformate, pentru demonstrarea
acestui lucru proteinele fiind analizate prin metdeLISA. Planta nugirul 4 a inregistrat
cea mai mare concenti&a (31.59pg/ul) a proteinei de interes din totgtbteinei solubile,
fiind urma& de planta nudrul 5. Valori pozitive au fost Tnregistrate de dtre planta
numarul 6 si 7, concentrga proteinei de interes in acestea fiindiinmlt mai mi& decét in
ceklalte plante transformate. Expresia diferitelor tpnee in plante transgenice a fost
raportad in numeroase luéri stiiifice pana la ora actual (ALVAREZ si colab., 2006, Lki
colab., 2005, SUNi colab., 2010, MARTINEZ-GONZALEZsi colab., 2011, KOYAsi
colab., 2005, QIUsi colab., 2006, MASONsi colab., 2006, MASONsi colab., 2005,
HUANG si MASON, 2004), foarte pine dintre acestea prezénd insi date referitoare la

mai multe geneta de plante transformate.

Concluzii si recomandari

(Concluze)

Datele olgnute din cultura detesuturi au fost Tn concord@ncu cele ale altor
cerceitori (SHEEJAsi colab., 2004; ICHIMIURAsi ODA, 1995; BHATIASi colab., 2004;
CORTINA si CULIANEZ, 2004; CHAUDHRY si colab., 2007; HAMZAsi CHUPEAU,
1993), reconfirrand faptul & mediul de cultut cel mai propice pentru regenerarea plantelor

trebuie & aiba in compodzia sa auxina IAA (auxina cea mai frecevent folo$it cultura
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tesuturilor de tomate, cea mai frecvent utiizebncentrge fiind cea de 0.05 mg)| acest
mediu dand ngere unui nurir semnificativ mai mare decat mediul de culteu auxina
NAA.

(Concluze)

Rezultatele ofinute din experimentul de transformare a plantelertomate sunt
asenminatoare cu cele raportate de literatura de spedmlifgrocentajele variind intre %
40% (QIU si colab., 2006; PARKsi colab., 2003 ); intre 5i 32.9% (CORTINA si
CULIANEZ, 2004), intre 1.4i 34 % (VELCHEVAS i colab., 2004). Cu toateidn urma
primelor experimente de transformare gerietsca olinut un nundr relativ mare de
regenerati, in momentul transferului acestora pe mediul dé&ege cu un cofinut de
antibiotic mai ridicat mul dintre regenerannu au resit si dezvolte #dacini, iar dug
cateva sptaimani de cultur pe mediul de selge cu o concentgge mai mare de kanamicin

multe dintre explante au murit.

(Concluze)
Cantitatea destul de nai@ proteinei de interes deteét@rin metoda ELISA se poate
datorasi optimizarii kit-ului ELISA in vederea detetii proteinei CS dinganari si nu din

plante

(Recomandare)

Un obiectiv important care poate fi Iuia calcul pentru studiile viitoare se refda
introducerea genelor pentru malarie in genomuloglastic pentru a evita polenizarea
nedori@i a plantelor transgenice de tomate cu alte specidite. Cu toateactomatele sunt
plante autopolinizatoare, pentru agteeproduga de proteinai pentru a evita eventualele
probleme datorate faptului @ceast cultura este una modificatgenetic, genele malariei pot

fi exprimate in genomul cloroplastic al plantelertdmate.
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Transformarea cloroplastelor prezimtvantajul unui nivel de expresie ridicdtgenei
introduse unui nuéit mare de copii datodtprezemei unui nundr ridicat (10000) de copii

ale genomului cloroplastelor n fiecare cel(KOYA si colab., 2005).

In concluzie, teza reprezihun studiu unic panin momentul de f& al expresiei
antigenelor malariei (PICSP-R@ PfCP-2.9) in genetm a doua de plante de tomate.
Rezultatele ofinute reprezirit un pas majorin domeniu, oferind nu doar o sohi
economid la problema actualcu care se confrubtarile afectate de malarie, ¢ un salt
semnificativin drumul spre eradicarea acestei boli. Succesdludtu de fga demonstreaxr
inci o dat (printr-un protocol original) fezabilitatea vacanilor comestibilein medicina

viitorului.
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