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Introducere 

 

Malaria, una dintre cele mai periculoase boli, cauzată de un parazit protozor din genul 

Plansmodium, afectează anual aproximativ 300-500 milioane de persoane, dintre care în jur de 3 

milioane îşi pierd viaţa. Peste un milion de copii (majoritatea sub 5 ani) sunt mai predispuși la 

boală decât populaţia adultă. 

Cele mai multe tratamente împotriva infecţiei cu malarie sunt chimioterapice, cel mai 

comun medicament folosit fiind pe bază de chinină. Din punct de vedere tehnic, al modului de 

livrare, precum şi al preţului final de livrare, crearea vaccinurilor împotriva malariei încă mai 

reprezintă o adevărată provocare greu de dus la îndeplinire. Pentru a ocoli aceste dificultăţi 

logistice ce privesc administrarea vaccinului malariei la persoanele afectate de această boală la un 

preţ accesibil lor, vaccinurile comestibile exprimate în plantele de tomate (în care diferite plante 

transgenice manifestă diferite tipuri de antigene, imunizarea persoanelor împotriva multiplilor 

antigeni care cauzează această boală şi împotriva fiecarei etape a ciclului de viaţă a acestui 

parazit) ar putea fi un sistem eficient, ieftin şi un mod sigur de vaccinare. Datorită faptului că 

parazitul malariei are un complex ciclu de viaţă, crearea de vaccinuri care să inhibe dezvoltarea 

lui ar fi o adevărată provocare. Pe de altă parte, acest complex ciclu de viaţă care se desfăşoară în 

diferite organisme ne oferă posibilitatea de a interveni în diferite stadii de dezvoltare a acestui 

parazit. 

Datorită faptului că pentru a trasmite această boală la om este nevoie de mai multe gazde şi 

parazitul trebuie să treacă prin diferite stadii de dezvoltare, este nevoie de un număr de 

aproximativ 10-15 antigene care să confere o protecţie împotriva diferitelor stadii ale dezvoltării 

parazitului (CHOWDHURY şi BAGASRA, 2007). Protocoalele standard de vaccinare folosite în 

prezent nu permit ca un număr aşa mare de antigene să fie introduse în organismul uman printr-o 

singură vaccinare. Pentru a ocoli aceste dificultăţi logistice şi pentru a permite administrarea 

vaccinului la cele mai mici preţuri pacienţilor aflaţi în nevoie, vaccinurile comestibile exprimate 

în tomate ar putea deveni o modalitate ieftină şi sigură de administrare a vaccinului 

(CHOWDHURY şi KANTOR, 2008).  
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Combaterea malariei se poate face atât prin întreruperea ciclului de viaţă a acestui parazit 

odată ajuns în om, precum şi în perioada în care acesta se găseşte în vector.  

Obiectivul principal al tezei de doctorat este crearea unui vaccin comestibil împotriva 

malariei care să fie exprimat în tomate. Motivaţia acestei cerecetări este obţinerea respectivului 

vaccin comestibil la un cost redus, în aşa fel încât oamenii afectaţi de această boală să poată 

beneficia de un tratament cât mai ieftin şi mai accesibil. 

 

Etape ale dezvoltării parazitului malariei 
 

Diverşi cercetători au descris în cercetările lor diferiţi candidaţi pentru vaccinul împotriva 

malariei, candidaţi care ar putea opri dezvoltarea paraziţilor în diferite etape ale dezvoltării (pre-

eritrocitic şi post-eritrocitic). Hematozoarele din genul Plasmodium sp. au un ciclu de viaţă 

complex. Acesta începe în momentul în care o femeie ţânţar injectează sporozoitele în sângele 

unei persoane în momentul când aceasta se hrăneşte (LODISH și colab., 2008). După injectarea 

sporozoitelor, acestora le trebuie mai puţin de 30 de minute pentru a invada hepatocitele. Apoi 

este necesară o perioadă de 6-16 zile pentru ca aceste sporozoite să se maturizeze (OKITSU, 

2006). Maturizarea sporozoitelor are loc în ficatul persoanei infectate. Etapa de dezvoltare a 

parazitului, ce are loc în ficatul persoanei infectate, se încheie prin eliberarea în sânge a zeci de 

mii de merozoite care invadează celulele roşii şi încep să se înmulţescă şi să se matureze, trecând 

astfel de la o etapă ce are formă de inel la următoarea etapă, şi anume de trophozoite şi apoi la cea 

de schizont (CDC, 2010). Schizontul va elibera o nouă generaţie de merozoite, care la rândul lor 

vor invada celule roşii pentru a repeta ciclul (CDC, 2010). 

A fost dovedit că Plasmodium sp. se manifestă diferit de la o zonă geografică la alta, acest 

fapt reprezentȃnd o altă provocare pe care trebuie să o luăm în calcul în elaborarea unui vaccin 

eficient împotriva malariei. Ca urmare a diversităţi cauzate de specificul zonei, un atare vaccin ar 

putea vindeca persoanele din zona de unde probele au fost colectate. Cu toate acestea, chiar dacă 

vaccinul acţionează asupra aceluiaşi antigen, nu înseamnă că el va fi eficient într-un alt mediu.  
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Stadiul actual al cunoașterii 

 

În momentul de faţă, cel mai avansat vaccin disponibil împotriva malariei este RTS,S, 

un vaccin creat în 1987 de către cercetătorii firmei GlaxoSmithKline Biologicals. Vaccinul 

RTS,S se află la ora actuală în cea de-a 3-a fază a testărilor (din mai 2009), fiind testat pe 

15461 de copiii din mai multe ţări africane (WHO, 2011). În ceea ce priveşte eficacitatea 

respectivului vaccin, prin cea de-a două fază a testărilor s- a reușit inducerea imunităţii în 35% 

dintre pacienţii care au prezentat semne clinice de boală și în 42% dintre pacienţii afectaţi sever 

(ALONSO și colab., 2004; ALONSO și colab.,2005). Într-un studiu mai recent s-a demonstrat 

o eficacitate de 53% a vaccinului în momentul administrării acestuia copiilor cu vârste cuprinse 

între 5 și 17 luni (BEJON și colab.,2008).  

Crearea cu succes a unui vaccin complex care să împiedice dezvoltarea parazitului şi care 

să interacţioneze cu parazitul în trecerea acestuia de la o etapă la altă etapă a vieţii, ar fi candidatul 

ideal pentru vaccinul împotriva malariei (CHOWDHURY și colab., 2009). PfCSP-C şi PfCSP-RC 

sunt două antigene recombinante derivate din Plasmodium falciparum CSP. Atunci când au fost 

testate pe iepuri şi şoareci în asociere, acestea au indus o imunizare ridicată a organismului (PAN 

şi colab., 2004, PAN şi colab., 2007). Rezultatele au arătat că respectivele antigene pot fi utile 

pentru dezvoltarea unui vaccin polivalent împotriva malariei. 

În rezultatele publicate anterior de către PAN şi colab.(2004), asupra posibililor candidaţi 

ai vaccinului malariei, aceştia au analizat proteina PfCP-2.9, care este antigena creată prin 

fuziunea MSP1-19 cu AMA-1 (III). Vaccinul candidat induce anticorpi care inhibă dezvoltarea 

parazitului în sânge la studiile efectuate in vitro (PAN şi colab., 2004). După testarea PfCSP-C şi 

PfCSP-RC ca antigeni folosiţi pentru imunizarea animalelor (folosind sau nefolosind PfCP-2.9 ca 

adjuvant), rezultatele experimentelor efectuate de PAN şi colab.(2004) au arătat că nu este nici o 

concurenţă între aceşti doi antigeni. Cu toate că în momentul testării vaccinului PfCP-2.9 pe 

diferite animale acesta a indus un nivel ridicat de imunitate împotriva parazitului malariei, în urma 

testării vaccinului pe oameni a fost observat un nivel ridicat de anticorpi, fără ca aceștia să inhibe 

dezvoltarea parazitului (MALKIN și colab., 2008). În urma testării vaccinului pe subiecţi umani 

PAN și colab. (2010), au demonstrat că componentele proteinei himerice create de ei (PfCP-2.9) 
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își păstrează structura și după fuzionare, sugerând mai departe că proteina himerică ar reprezenta 

un potenţial candidat în crearea unui vaccin folosit în combaterea acestei maladii. 

 

Situația actuală a vaccinurilor comestibile 

 

Atât motivele enunţate anterior, cât şi alte cercetări ce au fost efectuate cu succes având 

scop similar, sunt confirmate şi prin faptul că cercetări efectuate pentru obţinerea de vaccinuri 

comestibile au fost raportate şi la alte culturi. De exemplu, producerea unui vaccin comestibil 

exprimat în porumb împotriva tulpinii enterotoxigenic ale organisnmului Escherichia coli a fost 

raportată de DANIELL şi colab.(2001). Alte cercetări asupra vaccinurilor comestibile au fost 

raportate şi în alte culturi de legume cum ar fi cartoful şi morcovii (WALMSLEY şi ARNTZEN, 

2000).  

Diferite vaccinuri au fost dezvoltate împotriva diferitelor boli virale, bacteriene, parazitare 

şi antigeni împotriva alergenilor atât pentru oameni cât şi pentru animale. Plantele producătoare 

de vaccinuri au fost utilizate pentru a produce cantităţi mari de proteine pentru diferite vaccinuri 

sau chiar folosite pentru a produce vaccinuri comestibile. 

În ceea ce privește situaţia vaccinurilor comestibile împotriva malariei,lucrări publicate 

recent menţionează expresia unor antigene împotriva malariei în salată și tutun (DANIELL și 

colab., 2010), în seminţele de Arabidopsis thaliana (SUN și colab., 2010) , cȃt și în alge verzi 

(DAUVILLEE și colab., 2010). În lucrările mai sus menţionate au fost folosite antigenele malariei 

AMA1, MSP 1(DANIELL și colab., 2010; DAUVILLEE și colab., 2010), MSP142 (SUN și 

colab., 2010). Nivelul de expresie al proteinelor de interes în plantele transformate au fost de 

10.11% pentru plantele de tutun transformate cu gena AMA1, 13.17% în cele transformate cu 

MSP1 și între 6.1% (AMA1) și 7.3% (MSP1) în plantele de salată (DANIELL și colab., 2010). 

Din seminţele de Arabidopsis transformate cu gena MSP142 s-a reușit extragerea a aproximativ 5% 

proteină de interes din proteina totală (SUN și colab., 2010) . 
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Procesul de obținere a plantelor transgenice 

 
Diferite metode de lucru necesare atât culturii de ţesuturi, precum şi pentru transformarea 

plantelor, au trebuit optimizate cu scopul creării de tomate transgenice care să fie folosite în 

vaccinare. Obiectivul nostru a fost acela de a dezvolta un mod de lucru eficient cu ajutorul căruia 

să obţinem un nivel maxim de proteine pentru candidaţii vaccinului pentru malarie. Pentru a 

realiza acest obiectiv a fost necesară optimizarea producţiei de tomate transgenice, aceasta 

putându-se realiza prin îndeplinirea următoarelor cerinţe: 

 1) testarea mai multor soiuri de tomate pentru a identifica soiurile care au cea mai ridicată 

capacitate de regenerare; 

 2) analizarea şi determinarea celor mai favorabile mediii de cultură pentru dezvoltarea de plăntuţe 

folosind diferite medii de cultură; 

 3) optimizarea celui mai eficient mod de lucru pentru transfomarea genetică a tomatelor folosind 

metoda Agrobacterium; 

 4) identificarea plantelor transgenice prin utilizarea diferitelor tehnici moleculare şi de regenerare 

a plantelor transgenice;  

5) testarea nivelului de expresie a proteinei dorite în plantele/fructele transgenice. 

 

Transformarea genetică 

 
Informaţia genetică a plantelor, la fel ca în cea mai mare parte a eucariotelor, este stocată 

sub formă de polimeri, numiţi şi ADN. Fiecare genă a plantei codifică pentru o proteină, ceea ce 

face ca numărul total de gene dintr-o plantă să fie foarte mare. Diferenţa dintre procariote şi 

eucariote constă în faptul că ADN-ul din compoziţia cromozomului bacteriilor are formă 

circulară. Numărul şi dimensiunea cromozomilor poate varia de la o specie la alta. Transformarea 

este un pas din procesul de inginerie genetică în care o genă nouă (transgenă) este introdusă în 

cromozomul unei celule. Transferul de gene poate fi realizat prin două metode de transformare: 

metoda directă şi metoda indirectă. Metoda de tranformare indirectă va fi prima descrisă, 

transformarea explantelor folosind această metodă implicând bacteria Agrobacterium tumefaciens. 
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Pentru a realiza o transformare reuşită a plantelor trebuie mai întâi să transformăm bacteria 

Agrobacterium, iar mai apoi să utilizăm bacteriile tranformate cu genele de interes pentru a 

transforma tomatele. În urma procesului de transformare a plantelor, acestea pot dobândi 

caracteristici valoroase cum ar fi: rezistenţa la diferite erbicide, diferiţi viruşi sau agenţi patogeni, 

obţinerea de plante vaccin. Plantele modificate genetic (GMO) sunt exemple de plante obţinute în 

urma transformărilor genetice. Cele mai folosite plante pentru modificările genetice și care ocupă 

cele mai mari suprafeţe, sunt bumbacul şi porumbul.  

Agrobacterium tumefaciens este o bacterie ce creşte în sol şi care invadează plantele prin 

rănile plantelor de la nivelul rădăcinii sau tulpinii. Acesta este capabil să transfere o parte a ADN-

ului propriu în celulele plantei parazitate(pot fi diferite plante ornamentale sau diferite specii de 

pomi fructiferi şi legume), cauzând tumori sau gale (TRIGIANO şi GRAY, 1999). Pentru acest 

motiv Agrobacterium tumefaciens este unul dintre cele mai convenabile metode de transfomare 

genetică.  

ADN-T este un segment al plasmidei Ti din Agrobacterium care este transferat  în celulele 

plantei atunci când bacteria infectează planta. Regiunea ADN-T-ului este încadrată de latura 

stângă şi de latura dreaptă. Tot ce se gǎseşte între aceste 2 laturi este transferat în planta parazitată. 

Regiunea ADN-T-ului aparţinând plasmidei Ti poate fi modificată pentru a introduce gena 

de interes după dezarmarea acestei regiuni de genele care induc formarea de tumori. Acest fapt a 

constituit începutul dezvoltării procedurilor de transfer ale genelor sau a ADN-ului în plante.  

 

Rezultate și discuții 

 

Primul pas important al studiului de faţă l-a constituit selectarea a două antigene 

(PfCSP-RC și PfCP-2.9) din multitudinea de antigene raportate de diferiţi cercetători 

(BEJON și colab.,2008, CHENET şi colab., 2008, WEEDALL şi colab., 2007, BOJANG şi 

colab., 2005). 

Vectorul binar pPS1 a fost ales pentru introducerea genelor malariei în E.coli, 

clonarea genelor în vector fiind realizată de către compania GenScript.  
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Vectorul a fost primit cadou de la HUGH MASON împreună cu harta acestuia și 

instrucţiunnile de multiplicare. 

Bacteriile Agrobacterium au fost transformate cu ADN-ul malariei prin metoda 

electroporării, aceasta fiind metoda recomandată de către literatura de specialitate (HUANG 

și MASON, 2004). 

În studiile efectuate asupra celor două colonii (în cazul electroporării bacteriei cu 

gena PfCP-2.9), și respectiv 18 colonii (pentru gena PfCSP-RC) s-a urmărit identificarea 

coloniilor transformate cu genele de interes. Au fost identificate câteva colonii transformate 

cu gena PfCSP-RC care au prezentat ambele gene de interes în urma migrării ADN-ului 

probelor de interes în gelul de agaroză, mai precis coloniile numărul 3, 5, 10, 12, 15, 16, şi 

18. Colonia numărul doi rezultată în urma procesului de transformare cu gena PfCP-2.9 a 

prezentat ambele gene de interes în momentul migrării ADN-ului în gelul de agaroză. 

Au fost selectate varietăţi cu o perioadă de vegetaţie cuprinsă între 58 de zile 

(Summer Sweet) și 95 de zile (Pineapple), de diferite forme [ovale (Roma), rotund-aplatizate 

(Pineapple, Brandywine), rotunde (Rutgers, Pink-girl, Summer Sweet)]. Greutatea fructelor 

tomatelor selectate a variat între 57 g (Summer) și 900 g (Pineapple). Diversitatea mare a 

varietăţilor de tomate utilizate ȋn studiul de faţă a pornit de la dorinţa de a obţine vaccinuri 

comestibile exprimate în fructe de diferite forme, mărimi și culori (CHOWDHURY şi 

BAGASRA, 2007). Rezultatele obţinute de la cultura de ţesuturi au fost analizate cu ajutorul 

programului statistic SPSS. Ca rezultat, cel mai bun mediu de cultură dintre cele șase medii 

de cultură testate a fost MS +1Z + .05IAA.  

În urma studiilor efectuate asupra transformării plantelor de tomate a reieşit că un 

număr mai mare de regeneranţi pot fi produşi la concentraţia de Agrobacterium 

OD600=0.4nm, această concentraţie fiind folosită în majoritatea experimentelor de 

transformare ale plantelor de tomate. Cu toate că valorile ideale ale densităţii celulelor de 

Agrobacterium a fost raportată de diferiţi cercetători  ca fiind 0.8 nm (BETCHTOLD și 

colab., 1993, YONG și colab., 2006), 1 nm (VAIN și colab., 2007, PARK și colab., 2003) 

sau 0.2 nm (QIU și colab., 2007), pentru experimentele desfășurate de noi aceste concentraţii 

nu au dat cele mai bune rezultate. Concentraţia de Agrobacterium folosită în experimentul 
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de faţă a fost iniţial de 1nm, iar mai târziu a fost redusă la 0.4 nm. Rezultatele obţinute în 

urma transformării plantelor au depins și de concentraţia antibioticelor din mediul de 

selecţie; spre exemplu, concentraţia folosită de către VELCHEVAA și colab.(2005), a fost 

de 350mg/l- de Timentină și 100 mg/l- Kanamicină, în timp ce concentraţia folosită ȋn cazul 

de faţă în primele două săptămâini de cultivare a explantelor pe mediul de inducere a fost de 

300mg/l- de Timentină și 50 mg/l- Kanamicină. S-a recurs la folosirea de concentraţii mai 

mici pentru a permite regenerarea a cât mai multor explante, cu toate că concentraţiile mai 

mici pot duce la un număr mai mare de explante netransformate, „escapes” (McCORMICK, 

1991). Pentru evitarea regenerării de explante netransformate explantele au fost transferate 

ulterior pe medii de selecţie conţinând 400 mg/l- Timentină și 100 mg/l- Kanamicină. 

Procentul de explante regenerate obţinute în experimentul de faţă a variat între 0 și 24.1%, 

valoarea maximă fiind înregistrată în momentul transformării plantelor aparţinând varietăţii 

Pink Girl cu gena PfCSP-RC colonia 18. Acest procent corespunde unui număr de 20 de 

regeneranţi ini ţiali obţinuţi din 83 de explante iniţiale. În ceea ce privește raportul dintre 

numărul de explante iniţiale și numărul de regeneranţi ini ţiali calculat pentru explantele 

transformate cu gena PfCSP-RC15, cel mai mare procentaj a fost obţinut de varietatea 

Pineapple cu 3.96%, urmată de varietatea Summer cu 2.41%. Acest procent corespunde unui 

număr total de 12 regeneranţi obţinuţi din 497 de explante. Și în cazul explantelor 

transformate cu gena PfCP-2.9 raportul a fost mult mai mic decât cel obţinut de gena PfCSP-

RC-18, procentul cel mai mare de regeneranţi fiind obţinut de varitatea Roma cu 4% 

regeneranţi, procent ce corespunde unui număr de 4 regeneranţi din 100 de explante. A doua 

varietate cu cel mai mare procent de regeneranţi a fost Pineapple cu 2.9%, acest procent 

corespunzȃnd unui număr de 25 de regeneranţi din 854 de explante. 

Numărul final de plante transformate care au ajuns la maturitate a fost de 13, dintre 

acestea 5 plante  rezultȃnd în urma transformării plantelor cu gena PfCP-2.9 și 8 în urma 

transformării plantelor cu gena PfCSP-RC. 

ADN-ul extras din fructele verzi și din frunzele plantelor transformate a fost testat 

prin metoda PCR, toate plantele testate prezentând benzile de interes specifice genei de 

interes, mai puţin planta numărul 3 (aceasta fiind testată pozitiv pentru prezenţa genei nptII). 
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Toate cele 4 plante aparținând cultivarului Summers au fost testate pozitiv pentru prenzența 

ambelor gene de interes în ADN-ul extras din fructele coapte ale plantelor. 

Plantele generaţiei a doua de plante transformate cu gena PfCP-2.9 (planta 1, 2 și 3) 

au fost analizate  folosind PCR, toate probele analizate testȃnd pozitiv pentru prezenţa 

ambelor gene de interes. Plăntuţele rezultate în urma germinării seminţelor provenite de la 

plantele 1, 2 și 3 transformate cu gena PfCSP-RC15 au fost testate pentru prezenţa genelor 

de interes. Toate plantele testate au prezentat ambele gene de interes, inclusiv planta 

numărul 3, care a fost testată negativ pentru prezența genei malariei în momentul analizării 

ADN-ului extras din fructe. Plantele generaţiei a doua de plante transformate şi aparţinând 

varietăţii Pineapple transformate cu gena PfCSP-RC15 au fost analizate, toate prezentând 

banda de interes specifică genei nptII, ȋnsă fără ca vreuna din plantele testate să prezinte 

gena malariei în gelul de agaroză. 

După cum se poate observa din datele prezentate, din 13 plante care au rezultat în 

urma transformării cu ambele gene de interes doar 11 au prezentat ambele gene de interes. 

 După demonstrarea prezenţei ADN-ului în plantele transformate, următorul pas al 

experimentelor a constat ȋn demonstrarea integrării ADN-ului de interes în genomul plantei 

transformate. Pentru a realiza acest lucru ARN-ul din plantele transformate a fost extras, iar 

mai apoi a fost analizat cu ajutorul metodelor Real Time PCR și Reverse Transcriptase PCR.  

În urma analizării primelor probe testate folosind metoda Reverse Trancriptase PCR, 

plantele 1 și 2 transformate cu gena PfCP-2.9 a varietăţii Summer au fost testate pozitiv 

pentru prezenţa ambelor gene de interes.  

Plantele identificate pozitiv pentru prezenţa genelor de interes prin metoda Real Time 

PCR au fost cele cu numărul 1,4,5,6, şi 7 transformate cu gena PfCSP-RC15 aparţinând 

varietăţii Summer.  

De la plantele 4,5,6 și 7 ARN-ul testat a fost cel extras din plantele generaţiei a doua 

de plante, în timp ce ARN-ul testat pozitiv pentru planta numărul 1 a fost extras din fructele 

plantei. Şi plantele numărul 1,2 și 3 transformate cu gena PfCP-2.9 aparţinând varietăţii 

Summer au fost testate pozitiv pentru prezenţa genei malariei în urma analizării gelului de 

agaroză și a temperaturii de denaturare. 
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Restul probelor (16 la număr) de ARN au fost testate folosind metoda Reverse 

transcriptase PCR datorită costului mai scăzut al materialelor necesare pentru realizarea 

acestuia. Cu ajutorul respectivei metode a fost analizat ARN-ul extras din frunzele plantelor 

transformate. Plantele 2,5 și 7 transformate cu gena PfCSP-RC au fost testate pozitiv pentru 

prezenţa ambelor gene de interes (atât în probele provenite din frunze cât și cele din fructe), 

la fel și planta numărul 4 (ARN-ul testat a fost extras numai din frunzele plantei) 

transformată cu gena PfCP-2.9. Alte 3 plante aparţinând varietăţii Summer (planta 1,4 și 6) 

transformate cu gena PfCSP-RC au fost testate pozitiv pentru prezenţa genei malariei (în 

frunzele plantelor) în momentul analizării gelului de agaroză. Doar plantele 1,2 și 3 

aparţinând generaţiei 2-a de plante transformate cu gena PfCSP-RC15 au fost testate prin 

metoda RT-PCR. În momentul analizării gelului de agaroză plantele 1 și 2 au prezentat 

benzile de ADN specifice genei malariei, planta 3 neprezentând nici de această dată banda 

de ADN.  

Rezultatele experimentelor Real Time PCR și Reverse Transcriptase PCR au 

reconfirmat rezultatele obţinute în urma analizării ADN-ului plantelor transformate prin 

metoda PCR. În lucrarea de faţă s-a reuşit aşadar demonstrarea, prin intermediul metodei 

PCR și a metodei RT-PCR, transmiterii cu succes a genelor de interes aparţinȃnd generaţiei 

a doua de plante transgenice. Originalitatea rezultatelor recurge din faptul că este singura 

lucrare în care se prezintă prezenţa antigenelor împotriva malariei în generaţia a doua de 

plante transformate.  

După demonstrarea prezenţei genei de interes în probele de ARN s-a realizat 

extragerea proteinelor din plantele transformate, urmată de cuantificarea și analizarea lor 

prin intermediul metodelor ELISA și Western Blot. Prin experimentul respectiv proteinele 

au fost extrase din organe diferite ale plantelor (frunze, fructe) cu ajutorul kit-ului de 

extracţie al firmei Sigma. Extragerea proteinelor din fructele tomatelor este un proces dificil, 

tomatele fiind incluse în categoria plantelor recalcitrante (SARAVANAN și colab., 2004), 

din acest motiv cantitatea de proteine extrase din fructele plantelor fiind în unele cazuri 

scăzută.  
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Cea mai mare cantitate de proteină (17.57µg/µl) a fost extrasă din planta numărul 3 

rezultată în urma transformării varietăţii de tomate Summer cu gena PfCP-2.9. Deoarece nu 

s-a reușit obţinerea de anticorpi și de proteine purificate pentru niciuna din genele folosite în 

transformarea plantelor, cȃt și datorită faptului că genele de interes sunt himerice, s-a recurs 

la detectarea proteinei de interes din plantele transformate cu ajutorul unor anticorpi 

împotriva uneia din cele două gene care alcătuiesc genele de interes. 

Analizarea proteinelor extrase din plantele transformate cu gena PfCP-2.9 a fost 

efectuată cu metoda Western Blot. Au fost identificate benzile proteice corespunzătoare 

genei PfCP-2.9 (32 kDa) în planta numărul 2 și planta numărul 4. 

Studiile efectuate asupra proteinelor extrase din plantele transformate cu gena PfCSP-

RC au permis identificarea proteinei de interes în plantele transformate, pentru demonstrarea 

acestui lucru proteinele fiind analizate prin metoda ELISA. Planta numărul 4 a înregistrat 

cea mai mare concentraţie (31.59pg/µl) a proteinei de interes din totalul proteinei solubile, 

fiind urmată de planta numărul 5. Valori pozitive au fost înregistrate și de către planta 

numărul 6 și 7, concentraţia proteinei de interes în acestea fiind însă mult mai mică decât în 

celălalte plante transformate. Expresia diferitelor proteine în plante transgenice a fost 

raportată ȋn numeroase lucrări stiiţifice pȃnă la ora actuală (ALVAREZ și colab., 2006, LI și 

colab., 2005, SUN și colab., 2010, MARTINEZ-GONZALEZ și colab., 2011, KOYA și 

colab., 2005, QIU și colab., 2006, MASON și colab., 2006, MASON și colab., 2005, 

HUANG și MASON, 2004), foarte puţine dintre acestea prezentȃnd ȋnsă date referitoare la 

mai multe generaţii de plante transformate. 

 

Concluzii și recomandări 

(Concluzie) 

Datele obţinute din cultura de țesuturi au fost în concordanţă cu cele ale altor 

cercetători (SHEEJA și colab., 2004; ICHIMIURA și ODA, 1995; BHATIA și colab., 2004; 

CORTINA și CULIANEZ, 2004; CHAUDHRY și colab., 2007; HAMZA și CHUPEAU, 

1993), reconfirmȃnd faptul că mediul de cultură cel mai propice pentru regenerarea plantelor 

trebuie să aibă în compoziţia sa auxina IAA (auxina cea mai frecevent folosită în cultura 
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ţesuturilor de tomate, cea mai frecvent utilizată concentraţie fiind cea de 0.05 mg/l-), acest 

mediu dând naștere unui număr semnificativ mai mare decât mediul de cultură cu auxina 

NAA. 

 

(Concluzie) 

 Rezultatele obţinute din experimentul de transformare a plantelor de tomate sunt 

asemănătoare cu cele raportate de literatura de specialitate, procentajele variind între 6 și 

40% (QIU și colab., 2006; PARK și colab., 2003 ); între 5 și 32.9% (CORTINA și 

CULIANEZ, 2004), între 1.4 și 34 % (VELCHEVA și colab., 2004). Cu toate că în urma 

primelor experimente de transformare genetică s-a obţinut un număr relativ mare de 

regeneranţi, în momentul transferului acestora pe mediul de selecţie cu un conţinut de 

antibiotic mai ridicat mulţi dintre regeneranţi nu au reuşit să dezvolte rădăcini, iar după 

câteva săptămâni de cultură pe mediul de selecţie cu o concentraţie mai mare de kanamicină 

multe dintre explante au murit. 

 

(Concluzie) 

Cantitatea destul de mică a proteinei de interes detectată prin metoda ELISA se poate 

datora și optimizării kit-ului ELISA ȋn vederea detectării proteinei CS din ţânţari și nu din 

plante. 

 

(Recomandare) 

Un obiectiv important care poate fi luat ȋn calcul pentru studiile viitoare se referă la 

introducerea genelor pentru malarie în genomul cloroplastic pentru a evita polenizarea 

nedorită a plantelor transgenice de tomate cu alte specii înrudite. Cu toate că tomatele sunt 

plante autopolinizatoare, pentru a creşte producţia de proteine şi pentru a evita eventualele 

probleme datorate faptului că această cultură este una modificată genetic, genele malariei pot 

fi exprimate în genomul cloroplastic al plantelor de tomate. 
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Transformarea cloroplastelor prezintă avantajul unui nivel de expresie ridicat al genei 

introduse unui număr mare de copii datorită prezenţei unui număr ridicat (10000) de copii 

ale genomului cloroplastelor în fiecare celulă (KOYA și colab., 2005). 

 

În concluzie, teza reprezintă un studiu unic până în momentul de faţă al expresiei 

antigenelor malariei (PfCSP-RC și PfCP-2.9) în generaţia a doua de plante de tomate. 

Rezultatele obţinute reprezintă un pas major ȋn domeniu, oferind nu doar o soluţie 

economică la problema actuală cu care se confruntă ţările afectate de malarie, ci şi un salt 

semnificativ ȋn drumul spre eradicarea acestei boli. Succesul studiului de faţă demonstrează 

ȋncă o dată (printr-un protocol original) fezabilitatea vaccinurilor comestibile ȋn medicina 

viitorului.  
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