Lectia 3. TRANSFORMAREA GENETICA A PLANTELOR (1)
Constructul genetic. Metode de transfer indirect
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1. ELEMENTELE DE BAZA ALE UNUI INSERT GENETIC
(constructul genetic)

Pentru obtinerea unui construct genetic sunt necesare:

fragmente de ADN ,.de interes” - utilizate in obtinerea genelor himere
functionale. Secventele hibride pot f1 alcatuite din:

»> promotorul unei gene, )

> regiunea codificatoare a altei gene >~ Este posibil ?

»> secventa de terminare de la 0 a treia gena
/

o 4,
@ ... Deoarece codul genetic
Promoter Termmator este universal, secventele
codificatoare de origine

rocariota sau de origine
Enhancer Intron Tag or fusmn P .. 8
eucariota, de ex. de la

animale, pot fi usor
exprimate in plante.

https://www.youtube.com/watch?v=_nqGqZw-MPk



Cunoasterea secventei principalelor parti componente ale genei de interes —
primul pas spre succesul transformarii genetice

v'Promotorul (5')- reglarea transcriptiei genei se poate realiza in mod:
U constitutiv asigurand exprimarea genei in toate tesuturile plantei,

O tisular-specific - expresia intr-un anumit tip de tesut/organ, sau

[ expresia inductibila prin ranire, stres termic ori atacul unor patogeni

Gene cu expresie tisular-specifica si inductibile

Gena Planta Gazda Factor inductibil si localizare
transgenica inductorul organ/tesut,

RbcS Mazare Tutun Lumina
RbcS Mazare Tutun — Verde
RbcS Mazare Petunia — Verde
Cab Mazare Tutun — Verde
Cab Grau Tutun Lumina -
ST-LS1 Cartof Tutun —~ Verde
Patatina Cartof Cartof - Tubercul
Leghemoglobina Soia Lotus — Nodul
p-Fazeolina Fasole Tutun — Seminte
Lectina Soia Tutun — Seminte
Glutenine Grau Tutun — Seminte
Hordeina Orz Tutun — Seminte
Zeina Pormb Tutun — Seminte
Hse Soia Petunia Soc termic
Inhibitor de proteaza | Cartof Tutun Stres anaerobic

Embryo-specific
expression

Endosperm-specific
expression



Promotorii genelor himere provin:

(dde la speciile aceluiasi grup — de ex. pentru monocotiledonate: de la alcool
dehidrogenaza din porumb Adh-1, sau de la actina din orez Act-1 care confine un
intron in secventa-leader

( sau de la specii/organisme diferite — de ex. promotorul 35S de la virusul
fitopatogen Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) - promotor puternic si constitutiv, se
Intilneste la majoritatea PMG

**Promotorul 35S CaMV (P-35S), nu prezinta activitatea inalta si la plantele monocotiledonate.

@BP-35S

o
18% Ode origine bacteriana

OP-nos

aoP-FMV
B P-Ssu

aoP-TA29
8%

Dalti promotori

a N

Rezultatele analizei a 66 culturi transgenice



Exemple de promotori utilizati in obtinerea PMG

Promotorul Abreviere Organismul donor Gazda transgenica
Promotor derivat de la Cauliflower Mosaic P-35s Cauliflower Mosaic | porumb, bumbac,
Virus Virus rapita, papaia,
cartof, tomate

Promotor ALS1 prezent in tutun P-AIS Nicotiana tabaccum | bumbac

Promotor derivat de la gena kinasei calciu- | P-PCDK Zea mays cereale

dependenta (CDPK) expresata exclusiv in

polen

Promotorul genei cu expresie inductibila|P-E8 Lycoperiscon tomate

determinat de etilena esculentum

Promotor derivat de la Figwort Mosaic Virus | P-FMV Figworth Mosaic | tomate, bumbac,

(FMV) Virus rapita

Promotor RuBisCo SSU (ribuloso-1,5- P-HelSsu Helianthus annuus | tutun

bisfosfate carboxilaza subunitatea mica 1A)

de la Helianthus annuus

Regiunea promotor a genei mannopin sintaza | P-mas Agrobacterium tomate

a pTiA6 tumefaciens

Regiunea promotor a genei nopalin sintaza P-nos Agrobacterium tomate
tumefaciens

Promotorul fosfoenolpiruvat carboxilasei P-PEPC Zea mays cereale

(PEPC) specifica tesuturilor verzi

Promotorul ribulosei-1,5-bisfosfat carboxilaza | P-SsuAra Arabidopsis thaliana | cicoare, rapita,

subunitatea mical 1A cartof

Regiunea promotor a genei anter-specifica | P-TA29 Nicotiana tabaccum | cicoare, cereale,

TA29

rapita




v'Secventa codificatoare cu codonul ATG, pentru initierea translatiei,
v Terminatorul — o secventd de nucleotide inversate, plasati la sfarsitul unitatii

transcriptionale.

Cea mai raspandita secventd terminator este NOS (T-nos), izolatd de la gena nopalinsintasa

(Agrobacterium Tumefaciens)

Secvente-terminator utilizate in transgeneza

Secventa-terminator Abreviere Organismul Oragnismul receptor
donor
Regiunea 3’ non-translabila a genei T-E9 Pisum sativum bumbac, rapita, cartof,
ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilaza tomate
subunitatea micd E9
Regiunea de poliadenilare a genei mannopin | T-mas | Agrobacterium tomate
sintaza pT1A6 tumefaciens
Regiunea 3’ non-translabila a genei T-nos | Agrobacterium cicoare, cereale, bumbac,
nopalin sintaza tumefaciens rapitd, cartof, soia, tutun,
Secventa terminator a genei octopin sintaza T-ocs Agrobacterium cicoare, rapitd, tomate
tumefaciens
Regiunea 3’ non-translabila a genei T-SSU | Glycine max sola
ribulozo-1,5-bisfosfat carboxilaza
subunitatea mica
Regiunea de poliadenlare a genei pTiA6 T-tml Agrobacterium bumbac, rapitd, tomate
tumefaciens
regiunea 3’ a genei transcriptului ADN 7 T-Tr7 Agrobacterium cicoare, cereale, rapita

tumefaciens




Secventele terminator utilizate cel
mai des in transgeneza
(http://www.bats.ch/bats/en/index.php)

Numarul de varietati exprimat in % care confin 3%
inserti genetici cu anumite secvente terminator > oT-E9

B T-ocs
OT-tml

14% 19% Dalti terminatori
0

BT-nos

19%

Ode origine bacteriana

OT-35s

Alte elemente de reglare utilizate in obtinerea constructului genetic

Optional in inserti1 genetici pot fi prezente secventele:

> ,,de destinatie” - provin de la gene codificatoare de proteine cu localizare celulara bine
cunoscuta. De ex., secventa peptidei-tranzit pentru destinatia cloroplast provine de la gena
subunitatii mici a enzimei Rubisco.

» enhanseri-amplificarea nivelului de expresie a genei

» introni — secvente utilizate pentru a evita o posibild activitate de transcriere a unor gene
bacteriene din construct si a facilita expresia alogenelor in celule vegetale


http://www.bats.ch/bats/en/index.php

Prezentare schematica a insertului genetic (construct genetic)
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! Combinatia “promotor-gena-terminator” reprezinta o caseta a genei “de interes”.

! Constructul genetic — douid/mai multe casete a alogenei si suplimentar alte elemente cu rol de
control/facilitare a activitdtii genelor straine.

! Cunoasterea eclementelor insertului genetic este esentiala in detectia, identificarea si
cuantificarea materialului transformat genetic.

De exemplu, porumbul MG GA21, Roundup Ready (prezinta tolerantda la glifosat —
ingridientul activ al erbicidului Roundup Ready) a fost obtinutd in urma transferului unui
fragment de restrictie Notl cu lungimea de 3,4 kilobaze de la plasmidul pDPG434 prin metoda

biolistica.




Fragmentul de restrictie Notl (Vectorul plasmidic
pDPG434 ) utilizat pentru transformarea liniei de porumb
GA21 Roundup Ready confine o casetd de expresie cu
gena EPSPS modificata care include:

- promotorul r-act - (1,37kb) si intronul de la gena
actinei de la orez;

-gena - S5-enolpiruvil sikimat-3-fosfat sintaza de la Zea
mays - mEPSPS (1,34 kb) fuzionatd cu o secventd N
terminald a peptidei tranzit in cloroplast derivatd de la
genele RuBisCo de la Helianthus annuus si Zea mays
pentru a directiona proteina mEPSPS spre cloroplast,
unde are loc sinteza acizilor aromatici;

-secventa N-terminala a peptidei tranzit in cloroplast
(CTP) derivata de la secventele CTP de la Helianthus
annus $1 genele RuBisCo (sssu CTP and mssu CTP) de la
Zea mays — OTP (0,37 kb);

-NOS 3' secventa de terminare provenitd de la plasmida
Ti din Agrobacterium

Alte secvente continute in vector:

- gena-marker selectabila bla (codifica
rezistenta la ampicilind in bacterii si permite
selectia bacteriilor care contin plasmide),

-0 origine a replicarii (ori) necesara pentru
replicarea plasmidei in E. Coli

- 0 secventa partiald lacZ,

Harta plasmidului ,DPG434

(Notl / Notl 6122
Al 5977
fragm.) Hindlll 5862

Xbal 5857

pDPG434

6128 bp
oTP

Sacl 2679
MNotl 2692
Xbal 2699
Sphl 2729
Pstl 2735

Sacl 3622

EcoRI 3114

Harta fragmentului de restrictie NotI a
constructului pDPG434 (Compania Monsanto,
US-Patent-N°: 6,040,497,
http://www.bats.ch/bats/en/index.php)



2. GENE DE INTERES UTILIZATE iN TRANSFORMAREA GENETICA A PLANTELOR

Principii generale de identificare a genelor de interes

Il Exista gene ai caror produsi de expresie — ARNm sau proteine — sunt cunoscufi si
foarte multe gene despre care se cunoaste doar modul de transmitere s1 fenotipul.

Pentru ambele categorii de gene cu functie cunoscuta si necunoscuta se aplica o varianta
a tehnicii de hibridare in situ — hibridarea coloniilor.

Acesta metoda permite detectia oricarei gene, pentru care existda o sondda de ADN sau
ARN marcata radioactiv sau chimic.

Proba radioactiva

Membrana
Principiile tehnicii hibridarii in situ
1. Coloniile bacteriene sunt transferate de pe mediul solid

pe un filtru de nitroceluloza, printr-o usoara apasare pe
suprafata culturii.

O parte din colonii vor ramane pe mediule de cultivare §i
conistituie placa de referirinta (control).

2. Coloniile transferate pe membrana (numite replici) dupa
o prealabila denaturare a ADN-ului sunt incubate cu sonda

de hibridizare. Izolarea genelor prin tehnica hibridarii in situ

' Expoz;tla sub razele X

3. Dupa procedurile de inlaturare a ,,surplusului de sonda”,
pozitiile in care sonda a hibridizat sunt identificate prin https://www. youtube.com/watch?v=dN6kmrWiiqs
autoradiografie/al mod de inregistrare.



Obtinerea sondei utilizate in hibridizarea in situ

!!! Principiul de obtinere a sondei de ADN sau ARN marcat, pentru selectia clonelor cu
secvente nucleotidice omologe, depinde de informatiile disponibile cu referire la gena de
interes.

De exemplu, daca in calitate de referinta se ia in considerare o proteina de interes (in baza
informatiei la alte organisme), atunci:

1- proteina potentiald/candidata este izolata, purificata si identificatda secventa de aa (cel putin
30 aminoacizi).

2- in silico (soft-uri de translatie), pe baza codului genetic, se deduce secventa nucleotidelor.
3- se sintetizeaza artificial secventa de oligonucleotide, se marcheaza radioactiv sau chimic, 4-
cu aceasta sonda se sondeaza bibliotecile genomice transferate (replicile).

Verificarea ipotezei ca proteina nou sintetizata este cea de interes:

Pentru confirmarea faptului ca celulele transformate genetic vor sintetiza proteina codificata
de gena clonata se apeleaza la vectori de expresie in care se insereaza ADNc, adiacent unui
promotor, pentru a asigura sinteza proteinei date, 1in cantitate mare, in bacterii. Astfel se
creaza asa numite ,,banci de expresie”.

Identificarea proteinei in ,,bancile de expresie” se face cu anticorpi obtinuti pentru proteina
respectiva. Pozitia anticorpului legat de proteina pe filtru este evidentiatd dupa incubarea cu
un al doilea anticorp marcat.

Proteina sintetizata este astfel din nou caracterizata, confirmandu-se faptul ca a fost clonata
gena ,,de interes”.



Principiul ARN antisens - identificarea functiei genelor

'l Pentru foarte multe gene, proteina
codificata nu este cunoscuta, sau nu poate
fi purificata in cantititi suficiente pentru a
determina  secventa aminoacizilor, sau
obtinerea anticorpilor specifici.

In acest caz pentru elucidarea functiei unei
gene este utila strategia ARN antisens.

Constructiile genetice antisens se realizeaza
prin clonarea unui ADNc provenit de la o
gena candidat sub controlul unui promotor
puternic si orientat astfel, incat, transcrierea in
ARN se va realiza de pe catena opusa
(antisens) celei de pe care are loc transcriptia
ARNm in mod natural.

In rezultatul interactiunii ARNm-endogen cu
ARN antisens codificat de transgenda se
formeaza un duplex (bicatenar), care este
degradat rapid de catre nucleazele endogene
si, ca urmare, se blocheaza sau se reduce
sinteza proteinei respective.

Prin strategia antisens se creeaza mutatii
specifice.

Acest mecanism de represie a fost descoperit
pentru prima data la bacterii.

Secventa de ADN a genei native Secventa de ADN a genei antisens
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Inhibarea expresiei unor gene ,,de interes” prin
strategia ARN antisens

ARN antisens — transcripti de mici dimensiuni, difuzibili, fard
capacitate de codificare, se ataseazd de o regiune complementara
specifica a unui ARN-{inta, actioneaza ca un represor al functiei
normale si ca un inhibitor de inalta specificitate al expresiei genei.

Plantele transgenice obfinute cu constructie antisens sunt folosite
pentru a identifica functiile mai multor gene.

https://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1 ELE
https://www.youtube.com/watch?v=UuicPthdT70



dsRNA

¢ DiLer

siBRNAs

- mRNA RIS;C

Figure 2 Two-step model to explain RNAi. In the first step, dsRNA is diced by
an ATP-dependent ribonuclease (later found to be Dicer) into short interfering RNAs
(siRNAs): duplexes of 21-23 nucleotides bearing two-nucleotide 3’ overhanging ends.
These siRNAs are subsequently transferred to a second enzyme complex, designated
RISC for RNAi-induced silencing complex, which contains an endoribonuclease that
1s distinct from Dicer. The siRNA guides the endonuclease—the antisense strand of the
siRNA is perfectly complementary to the target mRNA—to the target mRNA leading
to 1ts destruction. The position of the cleavage site in the target is within the sequences
covered by the siRNA (near the center) and is determined by the 5" end of the guiding
molecules (34, 35).



In transgeneza se recurge foarte des la aceasta strategie pentru a modula expresia unor gene de
interes agricol.

Exemplu:

Scopul transgenezei- modificarea expresiei genelor implicate in intarzierea coacerii fructului de
tomate:

Qinhibarea activitatii poligalacturonazei(PG) - enzima, care determina degradarea peretelui celular
in fructele coapte,

Rezultat — au fost obtinute plante ale caror fructe au prezentat caracteritici ce permit o duratd mai
indelungata de pastrare, precum si rezistentd la o serie de patogenii care ataca dupa recoltare.

Qinhibarea activitatii ACC (acid-aminociclopropan-1-carboxilic) oxidazei - biosinteza etilenei in
plante are loc prin conversia S-adenosil metioninei in acid-aminociclopropan-1-carboxilic (ACC),
catalizatd de ACC-sintetaza si transformarea ACC 1n etilena de catre ACC-oxidaza.

Rezultat

Fructele care contin ACC-oxidaza antisens au un fenotip al coacerii modificat. Acumularea
licopenului, cu rol in inrosirea fructului copt, a fost redusa. Au fost reduse si fenomenele de zbarcire
asociate cu supracoacerea. !!! Valorea comerciala este determinata de posibilititi mai bune de
transoprtare la distante mari.



Cai de identificare a genelor de interes
(rezumat)

Clonarea genelor care prezinta omologie de secventa -
exista informatie privind structura si functia genei unei specii
plante. O gena similara este clonata si transferata altei specii de
plante.

Clonarea genelor bazata pe diferente in expresie- se
identifica genele care sunt expresate ca raspuns la anumiti
stimuli/factori interni sau externi. Se analizeaza si se selecteaza
gena-care indeplineste un rol cheie in reactia de raspuns.

Clonarea genelor bazata pe pozitia lor in genom- se
utilizeaza un marcher molecular care co-segrega cu caracterul
de interes si astfel se poate izola o regiune care contine mai
multe gene. Se analizeaza si se selecteaza gena responsabila de
caracterul dat




Gene ,,de interes” (exemple)

Rezistenta fata de insecte

Rezistenta plantelor fata de insecte este un obiectiv prioritar al biotehnologiilor agricole -
sun minimalizate pierderile de recolta cauzate de insecte si de costul insecticidelor chimice

folosite in agricultura.

Solutii - ameliorarea rezistentei genetice la insecte prin introducerea/transfelul unor gene
codificatoare de proteine insecticide de origine vegetalda, animala sau din microorganisme in

Sursa de gene

Bacillus th. (Btk)

Bacillus th (Btk)

Bacillus th. var. aizawai

Bacillus th

Bacillus th. PS149B1

Bacillus th. PS149B1

Bacillus th Tenebrionis

Bacillus th.
kumamotoensis

Bacillus th. Tolworthi

genomul plantelor. Gene ..de interes”
: : . . L CrylAb
Genele din plasmidele bacteriei Bacillus thuringiensis, i
e o ) CrylAc
gene Bt codifica proteine (cry-crystal).
Au fost identificate peste 1000 de toxine diferite. crylF
Toxinele Bt sunt specifice si actioneaza in doze mici. cry2Ab
. _ . cry34Abl
Pr1mc?le plante cu remstep’;a mediatd de | cry35ADI
proteinele Bt - tutunul si tomatele MG obtinute Y
in 1986 si 1987. Y
cry3Bbl
I!'Vertebratele, printre care si omul,
nu poseda receptori pentru proteinele Bt. cryde
VIP3A

Bacillus th.. AB88




Bt cotton Bt Cry structura
¥

Domain 11

L
Domain |l

Stewart, 2004. Genetically Modified Planet 2004

Pore forms and

BT binds specific membrane Gyt epithelial
receptor in gut breaks down  memprane

BT toxin enters
insect midgut



Gene ce codifica proteine insecticide de origine vegetala

Lectinele (implicate in fenomene de recunoastere celulard), inhibitorii amilazei si
inhibitorii proteazelor (prezente in semintele leguminoaselor si cerealelor) - ingerate
de insecte in doze mari inhiba cresterea si dezvoltarea lor, insa se obtine o ratd/procent
al mortalitafii insectelor patogeni mai redusa comparativ cu proteinele Bt.

Primele PMG care sintetizau un inhibitor al proteazelor cu serina au fost obtinute in
1987.

Tuberculii de cartof contin anumite glicoproteide numite palatine cu o dimensiune de
40 Kda (constituie cca 40% din totalul proteinelor de rezerva). Acesti compusi sunt

utilizatti ca substante de protectie contra insectelor si a unor microorganisme.

Transferul genelor ce codifica aceste proteine la tutun si tomate au determinat cresterea
capacitati de rezistenta la atacul larvelor de Manduca sexta (omida cu corn).

Exista peste 50 de toxine diferite pentru larvele de Lepidoptere.



Combaterea daunatorilor si sporirea rezistentei la boli

Scop:

ameliorarea rezistentei la
virusuri se obtine prin
transformarea genetica a
plantelor cu gene
responsabile de sinteza
proteinelor de invelis al unui
virus. Astfel planta care
produce aceste proteine
prezintd imunitate/rezistenta
contra virusului respectiv.

Gene ,,de interes”

Sursa de gene

Helicaza

Replicaza

(RNA dependent RNA
polymeraza)

Proteine de invelis virale
Proteine de invelis virale

Proteine de invelis virale

Proteine de invelis virale

Proteine de invelis virale

Virusul rasucirii frunzelor la cartof orf 2
(Potato leafroll luteovirus (PLRYV) orf 2)

Virusul rasucirii frunzelor la cartof orf 1
(Potato leafroll luteovirus (PLRYV) orf 1)

Virusul mozaicului la castraveti
(Cucumber mosaic cucumovirus)

Virusul petelor inelare la papaia
(Papaya ringspot potyvirus (PRSYV))
Virusul Y la cartof

(Potato potyvirus Y (PVY))

Virusul mozaicului la pepenele verde
(Watermelon mosaic potyvirus 2)

Virusul mozaicului galben la dovlecei
(Zucchini yellow mosaic potyvirus)

Prin transferul acestor tip de gene s-a reusit combaterea virusului nervurilor

galbene la sfecla si a virusului mozaicului tutunului.




Papaya ringspot virus (PRSV)

L
/ﬁﬁt\
viral RNA

T e
'
CPRNA [ I
Kiiciaus —~_~_— Gene silencing
trigged via RISC
R complex
transcription \. J

bSO | AT
PRSV
coat protein Viral RNA
(CP) gene destroyed

Stewart, 2004. Genetically Modified Planet 2004




Combaterea bacteriilor si a ciupercilor fitopatogene

Plantele sintetizeaza proteine capabile sa inhibe cresterea fungilor in vitro.

Exemple de proteine antifungice - chitinazele s1 B-1,3-glucanazele, reprezinta
enzime i1mplicate in hidroliza chitiner s1 B-1,3-glucanului din peretit celulelor
fungale si astfel are loc inhibarea cresterea fungilor.

Tot la plante s-a descoperit o familie de peptide mici antifungice, numite defensine.
Unele dintre aceste tipuri de peptide, i1zolate din semintele mai multor specii
(Raphanus sativus, Amaranthus caudatus, Mirabilis jatapa, Urtica dioica, Triticum
si Hordeum) manifesta in vitro o activitate antifungica fatd de un spectru larg de
patogeni.

Plantele transgenice de cartof care exprima o gena de origine fungica pentru glucozo
- oxidaza ce genereaza H.O., prezinta niveluri crescute ale rezistentei fata de unii
patogeni fungici si bacterient: Erwinia carotovora, Verticillium, Phytophthora
infestans.



Rezistenta la Erbicide

Combatere a buruienilor din culturi se axeaza pe doua principii:

O cresterea dozelor de erbicide in scopul eradicarii sigure a buruenilor

O sporirea potentialului de rezistenta a plantelor cultivate fata de erbicidul administrat.

Prin ingineria genetica se extind culturile agricole pentru care pot fi folosite erbicide
sistemice (cu efecte minime asupra mediului si costuri de productie reduse) si
flexibilizarea aplicarii tratamentelor (lipsa unor conditionalitati determinate de
sensibilitatea speciilor cultivate).

In acest scop se recurge la urmatoarele strategii in obtinerea PMG:

Ucresterea nivelului de sinteza a enzimei endogene de baza implicata in degradarea
principiului activ al unui anumit erbicid;

Lexpresia unei transgene derivate de la bacterii, sau plante a carui produs de expresie nu
este afectat de compusul activ al erbicidului care se utilizeaza, si astfel determina

insensibilitate/rezistenta;

QIntroducerea/transferul in plantele de cultura a unui sistem de degradare a erbicidului.



Strategii de dezvoltare a rezistentei la erbicide

U Erbicidele sikimice (glifosatul, Roundup) sunt sistemice - au ca tinta inactivarea unei
enzime din calea metabolica de sinteza a aminoacizilor aromatici esentiali — enzima 5-
enolpiruvil sikimat-3-fosfat sintazi (EPSPS) care are loc in cloroplaste. In consecinta,
blocarea sintezei triptofanului care este un precursor in sinteza acidului indolilacetic
conduce la carente accentuate in auxine naturale si la incetarea cresterii plantelor.

Solutie:
Gena EPSPS modificatda determina sporirea de 20 de ori a activitatii enzimatice a
proteinei.

U Acetolactat-sintetaza (ALS) care catalizeaza prima etapa din biosinteza aminoacizilor
cu catena ramificata: valina, leucina si izoleucina este enzima tinta pentru erbicidele
care contin sulfoniluree si1 imidazolinone.

Solutie:

O gena als a fost izolatd de la linit mutante de tutun, care prezinta rezistenta datorita
prezentei enzimei insensibile la aceste erbicide, si a fost transferata la alte specii de plante,
conferindu-le toleranta la erbicidul respectiv (care contin sulfoniluree s1 imidazolinone).



Gene care confera rezistenta la erbicide, exemple

Rezistenta la

Gena ,,de interes” Abreviere | Sursa de gene . .
erbicidul:
S-enolpiruvilsikimat- | EPSPS Agrobacterium tumefaciens CP4; Z. mays Glifosat
3-fosfat sintaza
Acetolactat sintaza ALS Himera obtinuta din 2 gene AHAS (S4- Sulfonil uree
Hr4);
Linia de A. thaliana toleranta la
Clorsulfuron;
Nicotiana tabacum tolerant la clorsulfuron
Nitrilaza Nitrilaza | Klebsiella pneumoniae s. ozanae Bromoxinil si
ioxinil
Fosfinotricin N PAT Streptomyces hygroscopicus Glufosinat de
acetiltransferaza Streptomyces viridochromogenes amoniu

e
-~

5%
7%

O EPSPS
BALS
O Nitrilaza

BPAT

Numarul de varietati (%) care
contin gene utilizate in obtinerea
PMG rezistente la erbicide
aprobate la nivel international
(AGBIOS)




PMG cu compozitie biochimica si dezvoltare modificata

Calitatea si cantitatea substantelor de rezerva (uleiuri, proteine, hidrati de carbon)
sunt carcateristici poligenice individuale ale genului, familie1 s1 chiar ale speciet,
care sunt relativ constante. Variabilitatea naturalda sau indusa artificial determina
aparitia unor genotipuri cu un set complet sau incomplet de gene responsabile pentru
formarea acestor compusi.

Strategii

Prin transferul unor gene straine (de la alte specii de organisme) au fost
obtinute varietati proiectate (,,designer crops”) pentru producerea de uleiuri
superioare importante in industrie.

Exemplu
La rapita au fost produse varietati noi ,,designer crops” cu continut ridicat in acid
stearic (in proportie de 25-30%, un ingredient major al margarinei si substituent al

Orez transgenic care produce un precursor al vitaminei
A, betacaroten

www.goldenrice.org



Caracterul Genele ,,de interes” Sursa de gene
Compozitie modificata a constituentilor biochimici
Aminoacizi cordapA, codifica enzima dihidrodipicolinate sintaza Corynebacterium glutamicum

continut inalt in lizina

(cDHDPS).

Acizi grasi

continut inalt al acidului lauric
si miristic continut inalt al
acidului oleic

Genele codificatoare ale:
Tioesterazei dehidrogenazei acizilor grasi- delta

Umbellularia californica
Glycine max

Continut redus de

Gena nicotinat-nucleotid pirofosforilazei

Nicotiana tabacum

nicotina

Dezvoltare modificata
Androsterilitate/ Genele: ribonucleazei barnaza Bacillus amyloliquefaciens
restaurarea fertilitatii Barstar Escherichia coli
androsterilitate Adenin metilaze1 ADN
restaurarea feritilitatii
androsterilitate

Culoare modificata

Gena flavonoid 3p, 5p hidroxilazei

Petunia hybrida, sp. Viola

Cresterea duratei de coacere

Genele:

sintazei acidului 1-amino-cyclopropane -1-carboxylic
deaminazei acidului 1-amino-ciclopropane-1-carboxylic
(ACCd)

sintazei acidului 1-aminociclopropan-1-carboxillic
(ACC)

poligalacturonazei (PQG)

hidrolazei S-adenosilmetioninei

Dianthus caryophyllus L.
Pseudomonas chlororaphis
Lycopersicon esculentum

Lycopersicon esculentum
E. coli bacteriophage T3




Recapitulare

1 — Identificarea si izolarea genei ,,de interes”;
2 — Obtinerea ADN-ului recombinat (integrarea transgenei in vector);

3 — Transferul genei himere in celula vegetala prin metode directe sau indirecte;

4 — Selectarea celulelor modificate genetic;
5 — Regenerarea plantelor din celulele transformate genetic;
6 — Reproducerea sexuata/ asexuata a plantelor modificate genetic.



3. METODE DE TRANSFER A ALOGENELOR LA PLANTE

Met. indirecte Met. directe
mediate de bacterii si virusuri procedee fizice si chimice.

 Transformarea protoplastilor cu PEG
HOH,C-(CH,-O-CH,)n-CH,OH
 Electroporarea

* Microinjectarea cu ADN

e - fibre de carbura de silicon

Electron microscopy image of a partially lysed - Bombardarea cu particule(metoda

Agrobacterium cell releasing its chromosomes biOIistica)

TINTE ALE TRANSGENEZEI

Organe florale

meristeme

Discuri de Embrioni

Tesut foliar imaturi
calus Frame, B.

Explanti




4. TRANSFORMAREA MEDIATA DE AGROBACTERIUM,
caracteristici generale

Tehnicile de transfer a genelor mediat de catre bacteriile Agrobacterium si
cele de transfer direct, incepand din anul 1983 (cand au fost obtinute primele
specii de tutun MG) au evoluat concomitent.

!!! Metoda pe larg utilizata este transferul mediat de Agrobacterium,
datorita simplititii in realizare si eficientei la multe specii de plante.

in conditii naturale, Agrobacterium infecteazi speciile dicotiledonate

Limitarile impuse de gazdele naturale sunt esential diminuate prin
optimizarea conditiilor de cultura a materialului sursa si procedurii de co-
cultivare a tesutului-tinta cu aceste microrganisme.

Bacteriile Agrobacterium tumefaciens si Agrobacterium rhizogenes
(familia Rhizobiaceae) sunt localizate in sol si infecteaza plantele
dicotiledonate susceptibele la nivelul leziunilor de diversa natura,

determinand aparitia unor tumori la nivelul coletului si, respectiv, a unor
radacini firoase

Actiunea oncogena
este cauzata de introducerea in celula-gazdd a informatiei necesare pentru sinteza
constitutiva a auxinelor si citochininelor prin cai metabolice complet diferite de cele

folosite de planta. Astfel, sinteza in exces a acestor do1 hormoni determina diviziunea
necontrolata a celulelor determinand formarea tumorilor.




Agrobacteriile contin in copii unice megaplasmide cu
dimensiuni mai mari de 100 kb:

- Ti (tumor inducing) - Agrobacterium tumefaciens
- Ri (root inducing) - Agrobacterium rhizogenes

Agrobacterium: A Plant Gene Transfer Vector Agrobacterium tumefaciens attached to a plant cell
https://www.youtube.com/watch?v=yesNHd9h8k0

vir genes

O regiune din ADN-ul
plasmidic — ADN-T

Ti-phlAsmid

(transferred) — este - St
transferata si integrata s -
o A T_ -

stabil fn genomul \ Cr;" O mme)s
plantei. Gl - y

. f;’

\ =30
E
Bacterial
chromosame
Transport channel Mucleus
Mitochondrion

Chloroplast


https://www.youtube.com/watch?v=yesNHd9h8k0

Inducerea tumorilor este determinatda de: regiumea ADN-T, care include gene
responsabile de sinteza unor aminoacizi mai putin obisnuiti, numiti opine.

Opinele sunt folosite ca sursa de azot si carbon de catre bacterie. De asemenea, in
aceata regiune se gasesc si genele care codifica enzimele implicate in sinteza auxinelor
si citochininelor.

Oncogenic genes  Cytokinin production Opine synthesis
| ; Right T-DNA border

Auxin production

Left T-DNA border — Conjugative transfer

Ti plasmid
(Octopyne type)

Virulence region ~ Opine catabolism

Origin of replicétit}n

Regiune ADN-T este flancata de doud secvente a cate 25 pb in lungime, reprezentand repetari
directe, care actioneaza ca elemente semnal cis in transferul ADN-T.



Oncogenic genes  Cytokinin production  Opine synthesis
) *~—mew.__ Right T-DNA border

/ % Conjugative transfer
" T-region

Regiunea vir (virulentd) cu dimensiunea de 30 kb este
localizata in afara regiunii ADN-T si contine cel putin
22 gene organizate in 6 operoane, dintre care: vir 4,
vir B, vir D si vir G sunt esentiale pentru excizia si
transferul ADN-T, si vir C si vir E sunt importante
pentru sporirea eficientei de transfer.

Auxin production_. =

Left T-DNA border ~

Ti plasmid
(Octopyne type)

Virulence region “Opine catabolism

Origin of replicéli'-c-n

vir genes
(transfer functions)

origin of replication

Ti plasmid

74

25-bp direct repeats \

f: \
Left border (LB} Right border (RB)




_ Circular Transferul ADN -T este activat cind
. chromosome LB . o
- Agrobacterium contacteaza cu tesutul lezat.
g;,;;s ADN -T este nicat la capatul CD si ADN-ul se

Ti plasmid .o .
replica spre CS fiind transferat spre nucleul

~ 120 kbp
T' . . 5
| celulei. Acest proces este catalizat de genele vir

A. tumefaciens

-

Generarea catenei — ADN-T

CS CD

\. ADN-T
J <

Sinteza catenei noi inlatura catena
veche

virE

virD/virC

Agrobacterium tumefaciens

insertion into
chromosome

Insertie aliatorie a ADN -T
1. Helicazele desfac catena —T , fiind ulterior

? Problem3 impachetata/complex cu proteinele virE.

Multiplicarea celulara - tumoare 5 - 5 N
2. ~ o catena- T este produsa si transferata per celula.



S. ELEMENTELE SISTEMULUI AGROBACTERIUM CA VECTOR
DE TRANSFER

Analiza transferului de gene mediat de Agrobacterium a pus in evidentd trei factori

esentiali care au permis dezvoltarea unor sisteme bacteriene ce pot fi utilizate in
mdificarea genetica.

KApariﬁa tumorilor este rezultatul transformarii genetice a celulelor \

vegetale prin integrarea in genom a ADN-T si al expresiei genelor din
aceasta regiune.

*Genele ADN-T sunt transcrise numai in celulele vegetale si nu au nici un
rol in procesul de transfer in planta.

*ADN-ul exogen inserat intre cele doua capete ale ADN-T poate fi transferat
\in celulele vegetale. /

Genele transferate in plantda se vor afla sub controlul unui promotor cu

secvente de reglare de tip eucariot, fapt ce va permite expresia acestora in
celula, modificandu-i fenotipul.



Elaborarea unui sistem Agrobacterium ca vector de transfer utilizat in ingenerie

genica a impus:

eliminarea oncogenelor din ADN-T pentru a obtine celule transformate capabile sa

regenereze plante dezvoltate si nu proliferarea nediferentiata a celulelor.

? Problema

Eliminarea oncogenelor face imposibila selectia celulelor transformate capabile sa

creasca in absenta hormonilor.

Solutie

In scopul selectiei genelor
transformate au fost construite
gene himere cu secvente ce
confera rezistentd la un antibiotic
(de exemplu, kanamicind) atasata
unui promotor adecvat (de
exemplu, promotorul genei
nopalin-sintazei (nos) sau
promotorul genei VI de la virusul
mozaicului conopidei.

Bacerial
selection
marker

(Kann) pVS1 ori

Plant
transformation
vector

ColE1 ori

\

-
- A
RE) Ei Gene of interest = Plant selection marker = ] (LB)

T-DNA

* Deletia genelor pentru auxine si citokinine
» Pastrarea genelor vir, reg. ori,
CD si CS (importante pentru transfer),




Au fost construiti numerosi vectori nononcogeni cu diferite caracteristici, clasificati in doua

categorii: cis Sl frans.

[ Vectorii cis contin atat extremitatile in lungime de 25 de perechi de baze, cat si regiunea vir,

pe acelasi replicon.

O Vectorii trans sunt formati din doi repliconi, unul purtand extremitatile si ADN-ul alogen ce
va fi transferat in celula vegetala, iar celdlalt (plasmida ajutitoare) posedand functia vir
(sistem vector binar). Avantajul vectorilor trans consta in faptul ca sunt mai mici decat
plasmidele originale Ti/ R1 si astfel sunt mai eficienti unei manipulari genetice.

In cazul ambelor tipuri de vectori 1) genele striine sunt inserate in ADN-T, 2) clonate mai intai
in E. coli s1 apoi 3) transferate in Agrobacterium prin conjugare ori electroporare.

vir
genes

. [ori

Plasmid DNA Transfection Protocol
https://www.youtube.com/watch?v=cPA20Qv8qAS8

Cloning site for
plant genes

LB Selectable marker
(Plants)

Selectable
— marker
(Bacteria)

(E.coli) ori

(Agrobacterium)



Prezentare schematica a transferului de gene la plante mediat de Agrobacterium

phart aelectable
rarker gens

foreign gens,
A

(b}

A. umnefaciens |:::|n'r.1r|mg
both the artificial Ti plasmid
and the halper vector




Plasmidul pCambia
1300 - exemplu de
vector utilizat in
transformarea genetica

Include:

e promotorul 35S,
extrimitatile de 25 kb
derivate de la ADN-T,

* situsuri unice de
restrictie grupate in
polilinkeri,

* gena raportoare Lac-Z-
alfa,

e gena marker NPT
(rezistenta la antibiotic
kanamycin) pentru
selectionarea celulelor
si plantelor
transformate.

Site-ul unde a fost introdusi gena Basta
Lac Z alfa
Bsi XT Capitul I drept

Promotorul 35 5 CadV (8716)

Aat IT (7875}
K
Rst IT (7487) \
Gena marker NPT {1716,
-\—\_._H_\_‘_‘_\- -"‘I
e e . pVSl sta
NOS terminator pCAMBIA 1300
Capatul T sting ——___ 8958 pb — Psp
14061
Sac IT f6317) (2317}
Ecg 01091 (5904) pSV1
PpuMT (3905) 7
Bsi T
Brp HT 5863 .
/ Nhe I (3392)
BlpI (5713
Bsp DI Cla ]
Sspll (5367) (3742)
R BE312 ori
Ppu 10T (3323) P on Ece NI 3705
PBE312 bom
Bsg 13795
Bsr 11071
Eas Ty4177)
Nait I (4178}
Ehel 4179}

Figura 1.16. Schema plasmidului pCambia 1300



Metodologia folosita in mod curent pentru ,,agroinfectie” consta in cocultivarea
bacteriei cu fragmente de tesut vegetal (frunze, radacini, hipocotili, petioluri,
cotiledoane etc.) si ulterior cultivarea in vitro pe medii de inducere a regenerarii,

suplimentate cu antibiotic pentru eliminarea bacteriei.

discs removed from leaf discs incubated with
tobacco leaf genetically engineered
Agrobacteria for 24 h

,/selection medium only
allows plant cells that

ve acquired DNA from
[ the bacteria to
% %% proliferate

shoot
/shoot-inducing
medium

transfer grow up adult plant carrying

shoot to root- rooted transgene that was

inducing seedling originally present in
(A) medium the bacteria

https://www.youtube.com/watch?v=wTraZwHDHXk

https://www.youtube.com/watch?v=I3fCD0OuUJkO0
https://www.youtube.com/watch?v=L7gnY_GqytM



https://www.youtube.com/watch?v=L7qnY_GqytM

Agroinfiltrare cu Agrobacterium modificat in frunze (tutun)




6. Vectorii virali

Vectorii virali sunt utilizati mai putin in transformarea
geneticd la plante, decat la bacterii si mamifere. In special,
virusurile sunt utilizate ca vector pentru transferul genelor,
in vederea elucidarii unor probleme teoretice, de exemplu
caracterizarea expresiei genelor in tesuturi diferentiate fara
sa fie necesara cultivarea in vitro.

1"
Capacitatea virusurilor de a se raspandi in intreaga
planta asigura niveluri foarte ridicate de expresie a
transgenelor. Aceasta insusire a vectorilor virali este
exploatata pentru a produce proteine virale in plante.

Au fost construiti vectori virali in baza virusului
mozaicului tutunului, virusul X al cartofului si virusul
piticiril tomatelor.

Vectorii virali artificiali nu produc simptomele bolii, dar
se raspandesc sistemic si contin o gena straina.

YNY papueis ajduls

uizyosd pisdes [eanay

18 nm

Tobacco Mosaic Virus (TMV)

Length: 3000A
Outer Diameter: 180A
Inner Diameter: 40A

tobacco mosaic virus

[

RNA

Capsid
~— / proteins



Multumesc pentru atentie



