TEZA DE DOCTORAT

Evaluarea potentialului unor
rase din specia Bombyx mori in
perspectiva obtinerii larvelor
transgenice utilizate In sisteme
de crestere de tip
Farma-Farming

REZUMAT AL TEZEI DE DOCTORAT

Doctorand Gabriela-Maria Baci (Cas. Negrea-Baci)

Conducator de doctorat Prof. Dr. Daniel Severus Dezmirean
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in sisteme de crestere de tip Farma-Farming

INTRODUCERE

Viermele de matase din specia Bombyx mori (Lepidoptera: Bombycidae) reprezinta una
din cele mai importante insecte din punct de vedere economic la nivel global. Aceasta insecta
este recunoscuta pentru rolul sau esential in productia de matase, reprezentand un pilon al
industriei textile. Potentialul sau in ariile biologice este exploatat masiv incepand cu anul 2004,
cand a fost publicatd intreaga sa secventa genomica (Mita et al., 2004; Moise et al,, 2020).
Aprofundarea din punct de vedere genetic a fiecarei specii reprezinta punctul de plecare in
vederea ameliorarii organismelor in ceea ce priveste productia, atat din punct de vedere
calitativ, cat si cantitativ (Pusta, 2018), in cazul de fata, productia matasii.

Printre cele mai importante contributii ale B. mori in domeniile stiintifice se evidentiaza
utilizarile sale ca organism model si bioreactor. In ceea ce priveste produsele derivate din
cresterea viermilor de matase, amintim fibroina si sericina, cele doua componente majore ale
firului de matase. Din cele doua proteine, fibroina prezinta o gama larga de proprietati cu un
impact semnificativ asupra domeniului biotehnologic, cele mai importante fiind
biodegradabilitatea, biocompatibilitatea si rezistenta mecanica robusta. Din punct de vedere
molecular, fibroina constd in doua lanturi: lantul greu al fibroinei (FIBH) si lantul usor al
fibroinei (Fib-I) (Matei et al., 1997; Marghitas et al.,, 2003).

In contextul Farma-Farming, ramura sericiculturii si aria biologiei moleculare,
reprezinta principalele componente implicate. Coroborarea celor doua domenii reprezinta o
abordare care are ca finalitate optimizarea procesului de obtinere al compusilor esentiali
pentru industria farmaceutica si pentru domeniul medical (Scholar et al.,, 2022). Consolidarea
cunostintelor asupra geneticii unui organism reprezinta fundamentul care sta la baza aplicarii
tehnicilor de inginerie genetica pentru editarea genomica (Cosier, 2007).

In prezenta tezi, punctul de plecare a fost reprezentat de aplicarea tehnicii RAPD in
vederea confirmarii variatiei genetice intre rasele si hibrizii din specia B. mori. Rezultatele
analizei mentionate au facilitat alegerea a trei rase, respectiv Baneasa 1 (B1), Galben de Baneasa
(GB) si JH3, pentru care au fost determinate benzi specifice, permitand identificarea acestora,
dar evidentiind totodati variabilitatea genetica. In continuare, au fost analizate cele trei rase de
viermi de matase din punctul de vedere al caracteristicilor biologice, tehnologice si economice,
conturdnd o abordare holistica asupra ameliorarii si optimizarii productiei de matase, care este
ulterior utilizata atat in industria textild, cat si in domenii precum medicina sau industria
farmaceutica.

Atunci cand vorbim despre obtinerea proteinelor recombinante sau extractia fibroinei in
vederea dezvoltarii biomaterialelor, este esentiald etapa de identificare a raselor superioare in
ceea ce priveste randamentul de sinteza al matisii. In aceasta directie, pilonul cercetirilor este
reprezentat de evaluarea genelor implicate in sinteza matisii, respectiv FIBH si Fib-l in
prezenta cercetare a fost efectuata analiza secventei genei Fib-I, mai exact a exonului 3,
impreuna cu secventa intronicad aferenta din amonte. Aceasta abordare reprezinta o strategie
optima 1n vederea evaluarii exhaustive asupra rolului genei tinta in productia de matase si
identificarea diversititii secventei intre rasele tinti. In urma identificirii mutatiilor in
comparatie cu genomul de referinta, a fost utilizata baza de date SilkBase si instrumentul de
mapare ChIP-seq, pentru a evalua in detaliu impactul mutatiilor determinate in secventa Fib-I,

I



Gabriela-Maria Baci
mai exact in secventele de legare ale proteinei BmHP1a, apartinand celor trei rase B. mori,

asupra potentialului de legare al proteinei mentionate. Aceasta proteina exercitd un rol crucial
in reglarea expresiei genice.

In continuare, a fost analizat profilul de expresie al genelor implicate in sinteza fibroinei,
care prezintd o configuratie distincta in functie de etapa de dezvoltare larvara. Mai mult de atat,
variabilitatea acestor modele de expresie genica intre rase distincte din specia B. mori poate
servi drept indicator al diversitatii genetice, facilitind identificarea raselor si hibrizilor.

Cercetarile din aceasta directie, cu privire la profilul de expresie si mecanismul de reglare
al celor doua gene, asigura fundamentul procesului de imbunatatire a caracteristicilor fibrei de
matase prin tehnici de inginerie genetica. Dupa o evaluare exhaustiva a genelor implicate in
sinteza fibroinei si identificarea variabilitatii in vederea realizarii unei secvente ghid care

serveste procesului de editare genica, primul pas a constat in optimizarea protocolului de
microinjectie. Aceasta tehnica este vitala pentru livrarea eficienta a constructului transgenic in
larvele speciei B. mori. Optimizarea acestei metode este esentiald pentru a creste eficienta si
rata de succes a experimentelor, permitand insertia precisa a materialului genetic exogen in
secventa genomica tinta a viermilor de matase.

Prezenta teza de doctorat implica doud parti distincte, respectiv ,Stadiul actual al
cunoasterii” si ,,Contributia personala”. Prima parte cuprinde doua capitole: ,Cap 1. Impactul
sericiculturii in domeniile stiintelor vietii” si ,Cap. 2. Farma-Farming: Concept si aplicabilitate”.
A doua parte a tezei consta in opt capitole distincte, respectiv ,Cap. 3. Obiectivele urmarite”,
»Cap. 4. Analiza preliminara privind variatia genetica dintre diferite rase din specia Bombyx
mori”, ,Cap. 5. Analiza comparativa a parametrilor biologici si economici la trei rase distincte de
viermi de matase”, ,Cap. 6. Identificarea particularitatilor la nivelul genei Fib-I la trei rase din
specia Bombyx mori”,,, Cap. 7. Identificarea profilului de expresie al genelor implicate 1n sinteza
fibroinei”, ,Cap. 8. Optimizarea protocolului de microinjectie in vederea obtinerii larvelor
transgenice utilizate in sisteme de crestere Farma-Farming”, ,Cap. 9. Concluzii si recomandari”,
,Cap. 10. Originalitatea tezei”. In cadrul acestor capitole se regisesc 22 de tabele si 31 de figuri.

1. Impactul sericiculturii in domeniile stiintelor vietii

1.1. Sericicultura: O perspectiva generala

Domesticirea uneia dintre cele mai importante insecte din punct de vedere economic, si
anume viermele de matase (Bombyx mori), dateaza de peste 5000 de ani. B. mori reprezinta o
insecta oligofaga, cu metamorfoza completa. Principala sursa de hrana a viermelui de matase
din specia B. mori este reprezentata de frunzele de dud, o preferinta nutritionala care are un
impact direct asupra parametrilor sai biologici si economici (Marghitas, 1995; Pasca, 2004;
Montali et al,, 2022).

Reprezentand o insectd cu un impact semnificativ asupra sectorului economic, au fost
descrise peste 4000 de rase si hibrizi de viermi de mitase (Matei et al., 2005). In ceea ce priveste
genetica speciei B. mori, genomul acestei specii a fost complet secventiat (Mita et al., 2004), fapt
care a dezvaluit numeroase informatii cu privire la evolutia viermelui de matase, biologia sa, si
a oferit de asemenea o privire clara asupra productiei de matase. Genomul speciei B. mori
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cuprinde aproximativ 432 de milioane de pb, incluzand un numar de aproximativ 14.623 de

gene (Mita et al., 2004; Dezmirean et al., 2010).

Principalul produs al sericiculturii este matasea, care joaca un rol esential ca materie
primi in industria textild. in afarid de produsul principal, in urma practicarii sericiculturii, se
obtine, de asemenea, un lant de produse secundare la scarad largd, cu un spectru intins de
aplicatii (Baci et al.,, 2022).

1.2. Produse secundare sericicole

1.2.1. Fibroina

Matasea reprezinta unul dintre cei mai apreciati polimeri naturali, alaturi de celuloza si
chitosan. Numeroase insecte produc acest biopolimer, ins3, cea mai explorata este matasea
produsa de larvele din specia B. mori. Au fost expuse si alte caracteristici deosebite ale matasii,
mai exact, biocompatibilitatea, versatilitatea si biodegradabilitatea. Pe baza acestor
caracteristici, matasea a fost folosita ca fir de sutura chirurgicala inca din antichitate. Proteomul
matasii contine doua proteine cheie, si anume fibroina si sericina (Baci et al., 2023).

Din punct de vedere molecular, fibroina implica doua lanturi: lantul greu al fibroinei
(FIBH) si lantul usor al fibroinei (Fib-1). intre cele doui lanturi existi o punte disulfidicd prin
care cele doud proteine sunt conectate. In afara de FIBH si Fib-I, fibroina mai include inci o
proteinad, si anume fibrohexamerina (P25). Lantul FIBH contine mai multe secvente repetitive
care sunt implicate in dezvoltarea structurilor antiparalele. Pe de alta parte, lantul Fib-I contine
secvente nerepetitive care sunt responsabile de hidrofilicitatea lantului si de elasticitatea
fibroinei. Raportul molar dintre cele trei proteine este de 6:6:1 (Lujerdean et al., 2022).

1.2.2. Sericina

Chiar daca fibroina capteaza atentia comunitatii stiintifice, iar sericina este Indepartata
prin anumite metode termochimice, recent au fost descrise studii care evidentiaza utilizari
variate ale sericinei. Cercetarile respective subliniaza potentialul acestei proteine pentru
diferite aplicatii. De exemplu, au fost publicate anumite studii in care au fost prezentate efectele
terapeutice ale sericinei, incluzand efectul antiinflamator si antioxidant (Jian & Huan, 2024).

1.2.3. Dudul

Dintre toate plantele terapeutice utilizate in scop terapeutic, una dintre cele mai bogate
plante in componente bioactive este dudul. Un spectru larg de studii recente a evidentiat
efectele benefice ale diferitelor parti ale dudului asupra sanatatii umane. Este bine documentat
faptul ca aceasta planta prezinta efecte terapeutice specifice, incluzand fructele, frunzele sau
radicinile sale. In ceea ce priveste compozitia dudului, aceasta include un continut considerabil
de carbohidrati, proteine, dar si lipide, vitamine, minerale sau fibre (Pasca, 2004; Baciu et al,,
2023).

1.2.4. Crisalida

Crisalida speciei B. mori contine o proportie semnificativd de substante nutritive,
incluzand un continut ridicat de proteine si grasimi, de asemenea componenta sa include si
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minerale, vitamine sau compusi polifenolici. Proteinele reprezinta un procent de 55.6% din

substanta uscatad a pupei, fiind cea mai abundenta categorie de compusi. Ingredientele active
din crisalidele viermilor de matase prezinta o gama largda de activitatii farmacologice,
prezentand efecte terapeutice semnificative Impotriva unor afectiuni tintda (Habeanu et al,,
2023).

1.3. Bombyx mori ca organism model

B. morijoaca unrol crucial in domeniile stiintelor vietii, fiind unul dintre cele mai utilizate
organisme model datorita caracteristicilor sale unice. Aceasta insecta prezinta un ciclu de viata
scurt, stadiul larvar avand o durata de 25-30 de zile. Un alt avantaj important, este faptul ca
produce un numar extins de descendenti. Mai mult de atat, nivelul de atentie primit ca organism
experimental model a crescut semnificativ datorita faptului ca intreaga secventa genomica a
fost publicata (Matsumoto et al.,, 2021).

2. Farma-Farming: concept si aplicabilitate

Conceptul de Farma-Farming implica o abordare holistic3, inovatoare, coroborand
domeniile zootehniei si agriculturii cu aria industriei farmaceutice. Acest concept promoveaza
valorificarea animalelor sau plantelor, la potential maxim prin utilizarea integrala a acestora.
Farma-Farming include de asemenea optimizarea practicilor din cele doua domenii in vederea
maximizarii randamentului de obtinere al produselor secundare de interes farmaceutic,
urmarind totodata minimizarea impactului asupra mediului (Abiri et al.,, 2016).

2.1. Transgeneza la Bombyx mori in contextul Farma-Farming

Primul experiment care a vizat realizarea transgenezei la viermii de matase a fost
raportat de Maeda si colab. (1985). Autorii au folosit pentru prima data virusul poliedrozei
nucleare (BmNPV) ca sistem de expresie. Dupa exprimarea proteinei recombinante, respectiv a
interferonului a-uman si secretia sa in hemolimf3, a fost observat faptul ca proteina exogena
este degradata de tiol proteaze (Maeda et al., 1985).

Procesul de obtinere al proteinelor recombinante de interes prin utilizarea viermilor de
matase transgenici ca platforma biotehnologica, are la baza sistemul de sinteza al matasii,
implicit glanda sericigena. In acest proces sunt implicate genele responsabile de sinteza
fibroinei si sericinei. Pana in prezent, au fost descrise multiple sisteme de expresie care au la
baza sistemul de sinteza al matasii, fiecare dintre acestea prezentand atat avantaje, cat si
dezavantaje. Alegerea sistemului de expresie se realizeaza in functie de proteina tinta si
reprezinta cel mai important pas pentru producerea de proteine recombinante (Baci et al,
2022).

Unul din cele mai importante progrese pentru domeniile de cercetare a fost dezvoltarea
diferitelor instrumente de editare genomica. Prin utilizarea unor tehnici specifice de editare a
materialului genetic, ADN-ul genomic apartindnd unui organism viu poate fi supus unor
modificari ghidate, cum ar fi deletii, insertii sau substituiri de secvente (Martin et al., 2024). in
ultimii ani au fost descrise numeroase astfel de instrumente in domeniul ingineriei genetice, iar
printre acestea, exista trei tehnologii proeminente, si anume cele care se bazeaza pe nucleaze
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programabile (de exemplu, TALEN), zinc-finger nucleaza (ZFN) si nucleazele asociate cu

repetitii palindromice scurte interspatiate (CRISPR-Cas).
Proteinele sunt molecule complexe care prezintd o gama larga de aplicatii in diverse

domenii, jucand un rol esential in industria alimentara, chimic3, textila, agricola si cosmetica. in
ultimii ani, pentru a raspunde cererii ridicate de proteine cu aplicabilitate in domeniul
farmaceutic, comunitatea stiintifica s-a concentrat asupra dezvoltarii unor platforme fezabile
pentru obtinerea de proteine recombinante. In acest sens, cercetirile descrise in literatura de
specialitate au aratat ca domeniul biotehnologiei aplicat in entomologie prezintd cele mai
promititoare rezultate. in aceasti directie, B. mori prezinti un mare potential ca bioreactor
pentru producerea de proteine tinta, datorita faptului ca prezinta anumite avantaje (Tatemastu,
2012).

3. Obiectivele urmarite

Obiectivele stabilite in cadrul prezentei teze marcheazda stimularea progresului
domeniului sericicol oferind un context asupra aplicarii tehnologiilor inovative in vederea
exploatarii viermilor de matase in domeniile stiintelor vietii. Aceste obiective reprezinta
punctul de plecare pentru cercetarile viitoare care urmaresc editarea genomica a viermilor de
matase in vederea obtinerii proteinelor recombinante sau a fibrelor de matase cu proprietati
superioare.

in aceasti tezi s-au avut in vedere cinci obiective principale, respectiv ,3.1. Evaluarea
variatiei genetice dintre diferite rase din specia Bombyx mori’, ,3.2. ldentificarea
particularitatilor economice si biologice la trei rase distincte de viermi de matase” ,3.3.
Identificarea particularitatilor la nivelul genei Fib-I la trei rase din specia Bombyx mori”, ,3.4.
Identificarea profilului de expresie al genelor implicate in sinteza fibroinei”, ,3.5. Optimizarea
protocolului de microinjectie in vederea obtinerii larvelor transgenice utilizate in sisteme de
crestere Farma-Farming”.

4. Analiza preliminara privind variatia genetica dintre
diferite rase din specia Bombyx mori

In vederea atingerii primului obiectiv enuntat in cadrul aceste tezei de doctorat, a fost
desfasurat primul studiu prin care s-a urmarit identificarea variatiilor genetice intre 14 rase si
hibrizi din specia B. mori. Au fost utilizati markerii moleculari de tip RAPD descrisi de Bajwa et
al,, (2017), acestia fiind asociati cu productivitatea superioara in ceea ce priveste productia de
matase. Utilizarea markerilor RAPD in cercetarea genetica aplicata in sericicultura deschide

calea spre dezvoltarea de strategii de Imbunatatire genetica mai precise si mai eficiente (Bajwa
etal, 2017).

In cadrul acestui studiu au fost analizati cinci markeri de tip RAPD, in vederea identificarii
polimorfismelor ADN si evaluarea variatiei genetice intre rasele si hibrizii tinta din specia B.
mori. Din totalul de cinci markeri analizati, trei au condus la obtinerea unor benzi vizibile in
baza amplificarii ADN, respectiv Ga-12, CT-9 si Ca-9. Amplificarea produsilor PCR a condus la
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obtinerea unui numar variabil de benzi. Prin utilizarea primerilor mentionati s-a obtinut un

total de 29 de benzi, indicand un polimorfism de 27.14%. Utilizand markerul genetic GA-12, s-
a constatat un nivel de variatie genetica de 21.42%, iar cel mai inalt grad de polimorfism a fost
identificat in urma utilizarii markerului CA-9, respectiv 60%. in contrast, utilizarea markerului
CT-9 nu a relevat prezenta secventelor variabile. Benzi specifice au fost, de asemenea obtinute,
iar In urma identificarii acestora, am selectat doua rase in vederea derularii experimentelor
ulterioare. O altd rasa a fost selectatd pentru continuarea experimentelor in baza faptului ca s-
a confirmat amplificarea benzilor in cazul fiecarui marker, respectiv rasa B1. Pentru rasa JH3,
au fost identificate caracteristici specifice la doi markeri genetici, GA-12 si CA-9. Markerul GA-
12 a prezentat doua benzi, dintre care una specifica rasei JH3, iar cealaltd comuna cu o alta rasa.
Pentru rasa GB, ambii markeri, GA-12 si CA-9, au produs amplificari, cu observatia ca GA-12 a
rezultat intr-o banda specific3, in timp ce CA-9 a generat o secventa de aceeasi dimensiune, insa
asociata si cu o alta rasa. De asemenea, rasa B1 a fost inclusa in studiu, evidentiind benzi pentru
toti cei trei markeri RAPD folositi: GA-12, CT-9 si CA-9, fara a produce insa benzi specifice.

5. Analiza comparativa a parametrilor biologici si
economici la trei rase distincte de viermi de matase

Al doilea studiu al prezentei cercetarii a presupus evaluarea raselor de viermi de matase
din punctul de vedere al caracteristicilor biologice, tehnologice si economice. Prin coroborarea
acestui studiu cu identificarea variabilitatii genetice prin tehnici de biologie moleculara, este
conturata o abordare holistica asupra ameliorarii si optimizarii productiei de matase. Analiza
variabilitatii in toate dimensiunile sale, biologica, economic3, si geneticd, reprezinta un pilon in
realizarea unei productii de matase care raspunde cerintelor industriei in termeni de calitate.

In cadrul acestei cercetiri am evaluat parametrii biologici si economici la trei rase de
viermi de matase (B. mori), respectiv B1 si GB, rase autohtone romanesti, si JH3, rasa cu origine
japoneza. Au fost selectati in mod aleatoriu 10 indivizi din fiecare rasa si a fost determinata o
serie de parametrii precum: perioada de incubatie a oualor (zile), lungimea larvelor (mm),
greutatea larvelor (g) si durata stadiului larvar (zile). In ultima etapa a stadiului larvar a fost
evaluatd greutatea glandelor sericigene (g). Dupa formarea gogosilor de matase, a fost analizata
o alta serie de masuratori, mai exact a fost determinata lungimea axei transversale a gogosii de
matase (mm), lungimea axei longitudinale a gogosii (mm), greutatea crisalidei (g), greutatea
gogosii (g), numarul oudlor depuse (nr.)

Parametrii determinati au fost supusi unei analize statistice. Cu scopul de a ajusta
analizele statistice 1n functie de distributia datelor, a fost determinatda normalitatea acestora
prin intermediul unui set de teste, precum testul Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk.
Totodat3, s-au utilizat grafice sub forma de histograme si diagrame cuantild-cuantila (Q-Q) in
asociere cu testul de normalitate. Rezultatele obtinute au indicat faptul ca datele
corespunzadtoare majoritatii masuratorilor prezinta o distributie normald, ceea ce a justificat
alegerea de a efectua teste statistice parametrice. in cazul a trei dintre parametrii masurati nu
s-au Inregistrat deosebiri semnificative din punct de vedere statistic intre rasele evaluate in
acest studiu, mai exact "Lungimea axei transversale a gogosii", "Greutatea crisalidei" si
"Greutatea gogosii".
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6. Identificarea particularitatilor la nivelul genei Fib-I l1a
trei rase din specia Bombyx mori

Acest studiu s-a focusat pe identificarea variabilitatii secventelor genelor implicate in
sinteza fibrelor de matase, reprezentand directia cu cel mai mare potential in vederea
imbunatatirii nu doar a calitatii firului de matase, dar si a cantitatii. Utilizind genomul de
referinta, al speciei B. mori, rasa p50T, disponibil pe NCB], s-a realizat designul primerilor cu
ajutorul secventelor de referinta pentru cromozomul 14 (NC_051371.1) si cromozomul 25
(NC_051382.1). Pe parcursul procesului de elaborare a designului in silico, au fost consultate,
de asemenea, baze de date specializate pentru specia B. mori, cum ar fi SilkBase. In vederea
elaborarii primerilor s-a utilizat un ansamblu de analize bioinformatice prin intermediul
utilizarii programelor online - BLAST, Primer 3, si sistemul de operare Ubuntu Linux 20.04.
Examinarea specificitatii primerilor obtinuti a fost realizata prin intermediul instrumentului
BLAST pe platforma NCBI.

Au fost supusi secventierii ampliconii rezultati in urma reactiei PCR, mai exact produsii
aferenti genei Fib-I avand dimensiunea de 390 pb. Au fost considerate mutatii orice diferente
inregistrate in raport cu secventa de referinti. In ceea ce priveste mutatiile identificate in
exonul 3 al genei Fib-1, se evidentiaza o particularitate in rasa JH3, unde s-au identificat doua
mutatii sinonime: g.9,689,073A>G (G98G) si g9,689,145A>G (D74D), celelalte rase,
neprezentand mutatii In comparatie cu secventa de referinta disponibila in baza de date NCBI.

Pe de alta parte, 1n regiunea intronica din amonte fata de exonul 3, au fost identificate
mutatii In cazul fiecarei rase evaluate. Rasa B1 se distinge prin prezenta a patru mutatii in
aceasta regiune, toate fiind in stare homozigotd, ceea ce constituie o caracteristica specifica
acestei rase, In contrast cu celelalte rase care prezinta mutatii heterozigote. Locusul g.9,689,398
a fost afectat de mutatii in cadrul fiecarei rase, in timp ce locii g.9,689,403 si g.9,689,412 au
suferit mutatii in cazul raselor B1 si JH3, dar nu si GB. O caracteristica specifica rasei cu origine
japonezd, ce o diferentiaza de rasele cu origine romaneascd, este reprezentata de mutatia
identificata la locusul g.9,689,269, totodata aceasta rasa prezentand o insertie de dimensiuni
mici la granita cu exonul 3. Mai mult, rasa JH3 are o mutatie intronica particulara in stare
heterozigota, simbolizatd g.9,689,272T>G/A, care in loc de T prezintd una dintre cele doua
nucleotide alternative, G sau A).

In continuare, a fost utilizatd baza de date SilkBase si instrumentul de mapare ChIP-seq,
pentru a evalua in detaliu impactul mutatiilor determinate in secventa Fib-I, mai exact in
secventele de legare ale proteinei BmHP1a, apartinand celor trei rase B. mori. Instrumentul de
cartografiere ChIP-seq utilizeaza algoritmul BLAST pentru a alinia colectia de citiri ChIP-seq
generate pentru BmHP1a, la o secventa de interogare selectats, oferind astfel estimari legate de
frecventa si localizarea citirilor in cadrul aceleiasi interogari. Rezultatele au indicat faptul ca
SNP-urile determinate pot influenta numarul si pozitionarea situsurilor prezumtive de legare
ale BmHP1a.
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7. Identificarea profilului de expresie al genelor

implicate in sinteza fibroinei

In cadrul acestui studiu s-a urmdrit evaluarea profilului de expresie a genelor Fib-I si
FIBH, care reprezinta un pas crucial pentru intelegerea diversitatii genetice intre rasele de
viermi de matase, dar de asemenea joaca un rol esential in procesele de editare genetica in care
sunt vizate aceste doud gene. in a V-a zi din ultimul stadiu larvar, a fost extrasi partea
posterioara a glandei sericigene din noua indivizi, care au fost alesi aleatoriu, apartinand celor
trei rase. Tehnica qRT-PCR a fost utilizata pentru a determina expresia genica relativa a celor
doua gene responsabile de sinteza fibroinei, Fib-1, respectiv FIBH, In partea posterioarad a
glandei sericigene. Pentru fiecare gena s-au realizat trei replici tehnice. Analiza datelor qRT-
PCR s-a efectuat folosind metoda Livak si scriptul R. in scopul vizualizirii datelor qRT-PCR
(media + eroarea standard sau SE), a fost folosit programul GraphPad Prism in versiunea 8.4.2.

In vederea evaluirii datelor brute generate in urma reactiei qRT PCR, a fost utilizati
metoda 2-24Ct sau abordarea comparativa Ct. Aceasta reprezintd o procedura utilizatd in
experimente de biologie moleculara pentru a estima variatia expresiei genice. Aceasta
calculeaza diferenta nivelului de expresie al unei gene prin compararea numarului de cicluri
necesare pentru a ajunge la un nivel semnificativ de detectare a ADN-ului intre esantioane. Gena
Fib-1 a fost supraexprimata (p < 10-4) la indivizii din rasa B1 in comparatie cu JH3 (FC = 3.552)
si GB (FC = 2.706). In contrast, JH3 a aritat o inhibare statistic semnificativi a nivelurilor de
expresie ale genei Fib-I in comparatie cu rasa GB (FC = 0,895). In ceea ce priveste gena FIBH, a
fost generat un profil de expresie in oglinda cu o crestere semnificativa a nivelului de expresie
genica in cazul rasei B1 in comparatie cu rasa JH3 (FC = 1,141) si un nivel de expresie genic mai
scazut in comparatie cu indivizii din rasa GB (FC = 0,688). In ceea ce priveste comparatia
expresiei genei FIBH intre rasa JH3 si GB, s-a Inregistrat o supraexprimare, dar nesemnificativa
din punct de vedere statistic.

De asemenea, a fost efectuata o comparatie intre nivelul de expresie al genei Fib-I si FIBH
pentru fiecare rasi studiatd. in cazul rasei B1, a fost inregistratd un nivel considerabil mai
crescut al expresiei genei Fib-1, iIn comparatie cu FIBH (FC = 9,267; p < 10-7). De asemenea, in
cazul rasei GB, a fost Inregistratd o supraexprimare statistic semnificativa a genei Fib-1
comparativ cu FIBH (FC=1,709). Pe de alta parte, la rasa JH3 nu s-a identificat o supraexprimare
cu semnificatie statistica in ceea ce priveste nivelul de expresie al Fib-I si FIBH.

8. Optimizarea protocolului de microinjectie in vederea
obtinerii larvelor transgenice utilizate in sisteme de
crestere Farma-Farming

In ceea priveste livrarea materialului exogen in vederea obtinerii larvelor transgenice
din specia B. mori, a fost descris un protocol care prezinta rezultate superioare in privinta
supravietuirii larvelor si a succesului editarii genetice. Aplicarea tehnicii de microinjectie in
sericicultura reprezinta una din cele mai importante directii pentru obtinerea viermilor de
matase transgenici, in vederea obtinerii proteinelor recombinante, studiul functiei genelor si
imbunatatirea caracteristicilor firului de matase.
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In prima etapa a studiului, au fost colectate oudle imediat dupa depunere, respectiv la

mai putin de o or, acesta reprezentand primul lot experimental. In a doua fazi a studiului, au
fost prelevate oudle depuse in intervalul patru-sase ore, in vederea evaluarii impactului
timpului de injectare asupra viabilitatii. Aceasta variabilda a fost analizata in vederea
maximizarii atat a viabilititii, cAt si a ratei transformarii genetice, in urma injectirii. In vederea
eficientizarii procesului de obtinere a larvelor transgenice, am adoptat o tehnologie de injectare
care permite livrarea materialului genetic exogen cu precizie in celulele germinale primordiale.

Pentru inceput, controlul procesului initial de Tmperechere, plasarea indivizilor la
temperaturi joase, dar de asemenea si colectarea oualor, asigura baza corecta a experimentelor
ulterioare si contribuie semnificativ la succesul acestora. in acest context, procesul de selectie
a oualor care prezinta flotabilitate in vederea injectarii ulterioare constituie un pas esential in
care este asigurata calitatea materialului biologic.

Observatia conform careia este necesara utilizarea unui element cu proprietati adezive,
contrar protocolului descris de catre Tamura et al.,, (2007), subliniaza importanta adaptarii si
optimizarii metodologiei in functie de rasele de viermi de matase utilizate. Particularitatile
fiecarei rase pot influenta in mod semnificativ procesele de transformare genetica, in acest caz
proprietatile fizice si chimice ale corionului oudlor au determinat o aderenta scazuta la
suprafata lamei de sticla.

9. Concluzii si recomandari

Identificarea benzilor specifice cu ajutorul markerilor GA-12 si CA-9, a permis
distingerea si selectia pentru experimentele ulterioare a doud rase cu caracteristici potential
superioare, mai exact a raselor JH3 si GB, punand in evidenta diversitatea genetica din cadrul
speciei B. mori. Suplimentar, rasa B1 a fost selectata pentru studii ulterioare, avand in vedere
ca a prezentat benzi In urma utilizarii celor trei markeri RAPD, respectiv GA-12, CT-9 si CA-9,
farad a genera benzi specifice.

Studiul referitor la evaluarea parametrilor biologici si tehnologici ai viermilor de matase,
concentrandu-se pe rasele B1, GB si JH3 evidentiaza necesitatea unei abordari holistice care
combina selectia genetica atenta a raselor cu performante superioare si optimizarea dietei si a
conditiilor de crestere. Utilizarea testelor statistice avansate a permis compararea raselor in
functie de parametrii specifici, subliniind rolul crucial al diversitatii genetice si al selectiei in
imbunatatirea caracteristicilor economice ale viermilor de matase. Aceasta cercetare contribuie
la progresul domeniului sericicol, accentuand importanta analizei aprofundate asupra
parametrilor biologici si economici pentru maximizarea productiei de matase si promovarea
sustenabilitatii.

In ceea ce priveste al treilea studiu, la rasa B1, absenta mutatiilor in exonul 3, combinati
cu prezenta a patru mutatii homozigote in secventa intronicd din amonte, corespunde
caracteristicilor superioare observate in productia de matase. Aceasta corelatie subliniaza
legdtura dintre stabilitatea genetica a anumitor regiuni ale genei si performanta economica
inalta. Pe de altad parte, rasa JH3, prezinta mutatii atat in exonul 3, cat si in secventa intronica
adiacenta. Desi este putin probabil ca aceste mutatii sd influenteze in mod direct secventele cis-
reglatoare, acestea pot avea impact asupra expresiei genice, sugerand un impact posibil asupra
calitatii si cantitatii matasii produse. Analiza comparativa a regiunilor care contin situsuri de
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legare pentru proteina BmHP1a ofera o analiza aprofundata asupra modului in care variatiile

genetice influenteaza expresia genica. Identificarea prezentei mutatiilor in aceste regiuni
cruciale evidentiaza modul in care expresia genei Fib-I este reglatd, afectand direct productia si
calitatea matasii de B. mori.

Utilizarea tehnologiei qRT-PCR a permis o evaluare amanuntita a expresiei a celor doua
gene implicate in productia de fibre de matase, oferind o perspectiva asupra diferentelor dintre
cele trei rase analizate. Analiza a relevat diferente semnificative in profilul de expresie al genei
FIBH comparativ cu gena Fib-1, cu un accent pe rasa B1. Aceste rezultate indica faptul ca profilul
de expresie genica poate servi ca un indicator pentru randamentul productiei de fibre de matase
la specia B. mori.

In cadrul ultimul studiu, am intAmpinat provocari specifice, precum lipsa de aderenti a
oudlor lalamelele de microscop, si impactul critic al momentului injectarii substantelor exogene
asupra ratelor de supravietuire ale embrionilor. Aceste impedimente subliniaza importanta
adaptarii protocolului standard in functie de variabilitatea genetica pentru a imbunatati atat
rata de ecloziune, cat si eficienta transformarii genetice. Prin ajustarea metodelor standard, nu
doar cd putem imbunatati eficienta experimentald, dar oferim si o baza mai solida pentru
avansarea cercetdrii in sericicultura.

10. Originalitatea

Prezenta teza stabileste un fundament solid pentru exploatarea din punct de vedere
biotehnologic a domeniului sericicol, propunand directii de valorificare inovatoare ale speciei
B. mori. Principalul aspect original al tezei consta in concentrarea experimentelor pe rasele
romanesti din specia B. mori, un subiect care nu a fost extensiv explorat in literatura de
specialitate. Concentrarea asupra raselor autohtone ofera o perspectiva asupra genofondului
local, oferind oportunitati asupra cresterii economice in sectorul romanesc.

Aceasta orientare ofera o noua perspectivi 1n cercetarea genetica aplicatd in
sericiculturd, evidentiind particularitatile raselor examinate in contextul Farma-Farming,
subliniind aplicabilitatea viermilor de matase in sfera biotehnologica. Contributia acestei teze
se distinge I1n domeniul sericiculturii prin coroborarea acestei arii cu biologia moleculara, in
incercarea de a corela diferentele genetice identificate cu parametrii biologici si economici ai
raselor tinti. In scopul analizei genei Fib-I, am recurs la tehnici specifice de secventiere,
metodologie ce a facilitat o comparatie exhaustiva a secventelor genice specifice intre rasele
studiate. Rezultatele obtinute din secventiere si din analiza qRT-PCR au fost corelate cu
observatii fenotipice asupra larvelor speciei B. mori, dar si cu aspectele economice. Aceasta
abordare a avut ca scop elucidarea legaturilor dintre variabilitatea genetica si caracteristicile
fenotipice ale larvelor, precum si influenta acestora asupra calitatii matasii produse. Aceasta
directie de cercetare ofera perspective promitatoare pentru obtinerea larvelor transgenice,
destinate producerii de proteine recombinante. Utilizarea tehnicilor avansate in biotehnologie
permite manipularea genetica a viermilor de matase in vederea obtinerii proteinelor cu un
spectru larg de aplicabilitate in industria farmaceutica si alte domenii.
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