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PENTRU AGLUTININA DE LA GHIOCEL, REZISTENTA LA
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ORDINELOR ORTHOPTERA S| HOMOPTERA

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la o salata (Lactuca sativa
var Capitata) transformaté genetic, prin introducerea si
integrarea stabild Tn genom a genei gna (Galanthus
nivalis agglutinin) care este responsabila de sinteza
aglutininei de la ghiocel, conferind plantelor transfor-
mate rezistenta la atacul insectelor daunatoare din
ordinele Orthoptera (lédcuste) si Homoptera (afide).
Speciile vizate sunt Nilaparvata lugens Stl, Myzus
persicae Sulzer si Lipaphis erysimi. In protocolul de
transformare s-au utilizat discuri foliare de salata si
suspensii de bacterii gram negative Agrobacterium

tumefaciens, tulpina LBA 4404, incluzand vectorul binar
pBl 121, construit astfel incat sa includa gena npt I
(pentru neomicin fosfotransferaza Il) ca gena marker de
selectie a plantelor transformate, care a fost pusa sub
controlul unui promotor CaMV-358 si al unui terminator
Nos (nopalin sinteza). Gena gna a fost integrata in
vectorul pBl 121 si a fost transferaté la plantele de
salata.
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PREZENTARE

Scopul acestui experiment a fost obtinerea in vitro de plante de salatd comestibila
(Lactuca sativa) ameliorate genetic, al caror genom include gena gna (Galanthus nivalis
agglutinin) pentru aglutinina de la ghiocel, care conferd plantelor transformate genetic
rezistenta la insectele daunitoare din culturd (Rao et al., 1998; Yao et al., 2003), din
ordinul Homoptera si Orthoptera (lacuste si afide). Acest experiment a presupus obtinerea
genei gna si integrarea ei in genomul salatei prin intermediul unor vectori de clonare si a
bacteriei gram-negative Agrobacterium tumefaciens.

in domeniul agriculturii este recunoscuti utilizarea aglutininei ca insecticid
eficient impotriva unor daundtori din ordinele Homotera si Orthoptera cum sunt:
Nilaparvata lugens Stl, Myzus persicae Sulzer (Sun et al., 2001) sau Lipaphis erysimi
(Ahmed et al., 2007). Acest insecticid nu are efect asupra altor insecte sau asupra
comunitétilor de bacterii din sol. PA4na acum gena gna de la ghiocel este singura gena
pentru lectina raportatd care poate induce o mortalitate semnificativa asupra insectelor
din ordinele Homoptera si Orthoptera. Gena gna are secventa de nucleotide cunoscuti,
fiind deja secventializatd si publicatd in bazele de date. Gena are 474 pb si codifici o
proteind de 157 de aminoacizi. Integrarea stabild a acestei gene pentru aglutininad in
genomul plantelor de salati determind sinteza proteinei GNA, care actioneazd ca un
insecticid asupra daunétorilor din cultura din categoriile amintite.

Metoda in sine se referd la introducerea genei pentru aglutinina de la ghiocel in
plante de salata, prin infectarea discurilor foliare ale plantelor test cu concentratii
variabile de Agrobacterium tumefaciens (Van Lijsebettens et al., 1991; Holford et al,
1992; Anthony et al., 2000; Komari et al., 2006; Curtis, 2010), care contin vectorul binar
de clonare pBI 121 si regenerarea in vitro pe medii de culturd artificiale a plantelor
ameliorate genetic.

Constructele insert care includ gena de interes deriva din plasmide Ti (,,Tumor
inducing” —care genereaz tumori in plante la locul de infectie). Vectorii binari de clonare
si expresie au fost introdusi in Agrobacterium prin electroporare. Ei contin: gena gna de
interes economic si o gend npt II (Janssen and Gardner, 1989; Vancanneyt et al., 1990),
marker de selectie a plantelor transformate care confera celulelor transformate rezistenta

la kanamicin-sulfat. Vectorii au fost astfel construiti incét sd posede origini de replicare
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in E. coli si A. tumefaciens si cate o gend marker de selectie in aceste doud tulpini
bacteriene. Toate aceste componente ale vectorilor au fost puse sub controlul unui
promotor CaMV-35S si al unui terminator Nos (Curtis et al., 1999; McCabe et al., 1999).
Gena gna resposabild de sinteza lectinei de la ghiocel a fost obtinuta in laborator, prin
sinteza inversd, pornindu-se de la informatia genetica aflatd in molecula de ARN mesager
din ARN total, dupa care ea a fost integrata intr-un vector de exprimare i multiplicati in
E. coli. ADNCc obtinut a servit la amplificarea genei prin PCR cu doud perechi de amorse
specifice pentru a fi reclonati ulterior in 2 vectori binari: pPROK2 si pBI121.

Cultivarea in vitro a acestor plante ameliorate asigurd obtinerea de material
vegetal viguros, liber de virusuri si patogeni si o ratd de multiplicare foarte mare (practic
nelimitatd) a plantelor transformate.

S-au obtinut plante de salatd modificate genetic prin integrarea stabild a genei gna
preluatd de la ghiocel. Aceste plante au fost testate in laborator pentru prezenta alogenei
introduse, prin tehnici moleculare ca: Real-Time PCR, amplificare cu amorse specifice si
obtinerea ampliconului gna de 474 perechi de baze nucleotidice (tehnica PCR),
secventionare genicd, purificarea proteinei GNA sintetizatd de gena introdusd si SDS
PAGE. In fine, mentionam faptul ci acest avantaj va putea fi exploatat ulterior in cultura

ex vitro.
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REVENDICARE

Plante de salatd (Lactuca sativa var. Capitata) transformate genetic prin integrarea
genei gna (Galanthus nivalis agglutinin) responsabila de sinteza aglutininei de la ghiocel,
care conferd plantelor de salatd obtinute rezistentd la insecte daundtoare din culturd,

apartinand ordinelor Homoptera si Orthoptera (afide, lacuste).
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Fig. 1: Salat transgenicd (Lactuca sativa var. Capitata) pe mediu de inradicinare
(RI) suplimentat cu kanamicina (la doua saptamaéni de la inoculare).

Fig. 2: Salata transgenica (Lactuca sativa var. Capitata) pe mediu de inriddicinare
(R1) cu kanamicina (la cinci sdptdmani de la inoculare). Sistemul radicular este dezvoltat
integral si plantele pot fi aclimatizate ex vitro.
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Alinierea secventelor celor doui variante ale genei gna amplificate si clonate. Prima
secventd este gena gna existentd in bazele de date, gnaR este gena care a fost clonatd in
vectorul pROK?2 si gnaB este gena care a fost clonata in vectorul pBI121.
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