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ECTOPIC ACTIVITY OF CRUCIFERIN PROMOTER AND ITS INFLUENCE ON
THE PREMATURE EXCISION LOXP EMBEDDED DNA IN TRANSGENIC
PLANTS.

Jana Moravcikova, Zuzana Poloniovda, Martin Jopcik, Eva Boszoradova, Ildiké MatuSikova, Jana

Libantova

ABSTRACT

This work is focused on ectopic activity of cruciferin cruC promoter that leads to premature expression of cre recombinase
gene in self-excision Cre/loxP strategy. The cruC is strong tissue embryo-specific promoter, therefore, cre recombinase
driven by this promoter should be active during seed development. Based on our previous results, the presence of strong
double dCaMV 35S promoter could be one of the possible factors that affects expression pattern of the cre gene. To
evaluate this possibility, in another vector construct dCaMV 35S promoter (previously used to control reporter gus gene)
was replaced by the light regulated Lhca3.St.1 promoter and cloned in inverted orientation with respect to loxP-embedded
cassette. T-DNA of binary vector was introduced into tobacco genome via Agrobacterium-mediated transformation.
Although our results showed that the presence of strong dCaMV 35S promoter can partially influence ectopic cruC activity,

another factors such some type of a(biotic) stress should be also considered.
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INTRODUCTION

Selekéné markerové gény zohrdvaju vyznamnu ulohu
Vv procese transformadcie rastlin tym, ze davaju selektivnu
vyhodu pre to malo buniek, ¢o dokazali prijat cudziu
DNA. Ziskanim transgénnych rastlin ich tloha vsak
zanika. Cre/loxP rekombina¢ny systém predstavuje jednu
z viacerych stratégii, ktoré boli doposial’ navrhnuté za
ucelom eliminacie selekéného markerového génu
z gendmu transgénnych rastlin. Cre/loxP  systém
pozostava z cre rekombinazového génu a dvoch 34 pb
loxP sekvencii. Cre rekombinidza  sprostredkovava
rekombina¢nt udalost’ medzi dvoma loxP sekvenciami
v rovnakej orientacii. V stratégii samozostrihu, na jednej
T-DNA medzi dvoma loxP sekvenciami je umiestneny
cre rekombinazovy gén spolu so selekénym markerovym
génom. Po aktivacii cre rekombindzy dochadza k
zostrihu DNA sekvencii umiestnenych medzi loxP
miestami. Cre rekombinaza je riadena indukovateInym
promotorom, ktory moéze byt aktivovany externymi
stimulmi a to zmenou teploty (Hoff et al., 2001; Liu et
al., 2005, Wang et al. 2005; Cuellar et al., 2006) alebo
chemikaliami ako napr. B-estradiolom (Zuo et al., 2001;
Sreekala et al, 2005; Zhang et al, 2009)
alebo kyselinou salicylovou (Ma et al., 2008). Dalsi
postup vyuziva promotory, ktoré su aktivne v urcitom
type pletiva a v uréitom vyvinovom §tadiu. Ich vyhodou
je, ze su sucastou rastlinnej biologie. V stratégii
samozostrihu bol takto doteraz vyuzity pelovo-
Specificky promotor ntm19 (Mlynarova et al., 2006),
embryo-$pecifické promotory appl (Li et al. 2007), pab5
(Luo et al., 2007), kruciferinovy cruC (Moravéikova et
al., 2008) alebo napinovy (Kopertekh et al., 2010).
Cielom tejto prace je nadviazat na predchadzajuce
vysledky tykajuce sa vyuzitia kruciferinového cruC
promotora  (izolovaného z Arabidopsis thaliana)

v Cre/loxP stratégii (Moravéikova et al., 2008). Napriek
tomu, ze cruC je povazovany za embryo-Specificky
promotor, ktory je aktivny v stredne-globuldrnom az skorom
srdcovom $§tadiu vyvinu embrya (Becerra et al. 2006),
v predchadzajticich experimentoch, v procese regeneracie
transformovanych buniek doslo k predéasnému ciastocnému
odstraneniu  selekéného markerového génu uz v Ty
rastlinach. Jednou z pri¢in pred¢asného zostrihu mohla byt
pritomnostou silného dvojittho dCaMV35S promotora
(Obrazok 1a), ktory bol umiestneny blizko cru/cre expresnej
jednotky a mohol stimulovat’ aktivitu cruC promotora.
V snahe zabranit neziaducej predCasnej expresii cre
rekombinazy, pripravili sme vektorova konstrukciu, v ktorej
sme dCaMV 35S prométor nahradili s Lhca3.St.1
prométorom (Obrazok 1b). Ziskané transgénne rastliny sme
podrobili analyzam, za Wucelom overenia, ¢i zmenou
promotorovej sekvencie doSlo k eliminacii predcasného
zostrihu selekéného markerového génu.

MATERIAL AND METHODOLOGY

Plazmid pEV8 (Obrazok 1la) bol vytvoreny klonovanim
dvoch fragmentov loxP-nosT/nptli/nos a nosT/cre™"/cruC-
loxP-Iha3St.1/gus/nosT  do  binarneho  vektora pUN
(Vaculkova et al., 2007). Plazmid pEV8 bol vneseny do
bakterialneho kmena Agrobacterium tumefaciens AGLO.
Stabilita plazmidu bola overend restrikénou analyzou po
retransformacii do Escherichia coli. Listové disky tabaku
(Nicotiana tabacum cv. Petit Havana SR1) boli
transformované pomocou A. tumefaciens AGLO/pEV8
metodou podla Horscha et al. (1985). Transformované
pletivo bolo regenerované na regeneracnom médiu
S obsahom 50 mg/l kanamycinu. Histochemické stanovenie
GUS aktivity sme uskuto¢nili metédou podla Jeffersona et
al. (1987). Listové explantaty boli inkubované v 50 mM
fosfatovom pufri (pH 7) s obsahom 2mM 5-bromo-4-chloro-
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3-indolyl glukuronid (X-Gluc, Duchefa) pri teplote 37°C
v tme cez noc. Genomickii DNA sme izolovali z listov
tabaku pomocou DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). PCR
analyzu sme uskuto¢nili pomocou sady primerov P1/P2,
P1/P3 a P4/P5 (Tabulka 1, Obrazok la, 1b). PCR
reakciu sme uskutoénili v 50 pl objeme, ktory tvoril 100-
200 ng DNA ako templat, 15 pmol kazdého primeru,
200 puM dNTPs, 1xPCR reakény pufor a 1U Tag DNA
polymerazy (Finnzymes). Profil reakcie PCR pozostaval
Z inkubécie reakénej zmesi 4 minuty pri 94°C a nasledne
z 35 cyklov: denaturacia pri teplote 94°C 45 sekund,
hybridizacia pri 64°C 45 sekund, syntéza pri 72°C 2
minuty. Posledny cyklus bol uskuto¢neny pri teplote
72°C 7 minut.

RB  gcamv  GUS loxP  cru/CRE™NT  nos/NPTIL  loxP LB

RB loxP  nos/NPTIL  cru/CRE™NT  loxP  Lhca GUS LB

(1c) l
zostrih

loxP Lhca GUS

Obrazok 1. T-DNA rastlinného transformaéného
vektora (la) T-DNA pozostava z B-glukuronidazového
(gus)  génu pod kontrolou dvojittho dCaMV35S
promoétora a loxP sekvenciami ohraniCenej kazety
pozostavajucej  z obsahujiiceho  cre
rekombinazového génu riadeného kruciferinovym (cru)
prométorom a neomycin fosfotransferazového (nptll)
génu fuzovaného s nos promoétorom. LOXP sekvencie s v
rovnakej orientacii. (1b). T-DNA pozostava z B-
glukuroniddazového  (gus) génu pod  kontrolou
svetlocitlivého Lhca3.St.1 promoétora a loxP sekvenciami
ohraniéenej kazety pozostavajucej z intron obsahujiceho

intron

cre rekombinazového génu riadeného kruciferinovym
(cru) prométorom a neomycin fosfotransferazového
(nptll) génu fazovaného s nos promotorom. LOXP
sekvencie si v rovnakej orientdcii. Primery, ktoré boli
pouzité na PCR analyzu st oznacené ako P1/P2 a P4/P5.
(1c) Konfiguracia T-DNA po zostrihu DNA ohranicenej
loxP sekvenciami. Primery pouzité na PCR analyzu s
oznacené ako P1/P3.

Tabulka 1 ZloZenie primerov pouZitych na PCR
analyzy

P1 | 5-TGT GCT GCA AGG CGATTA AGT TGG-3’

P2 | 5'-ACCTTG CTC CTG CCG AGA AAG TAT-3’

P3 | 5'-ACT TCT GAG GGA CAT GTT TGG GCT-3’

P4 | 5'-GAT AACGTG CTG ATG GTG CACGAC-3’

P5 | 5'-GGC AAT ACT CCA CAT CAC CACGCT-3”

RESULTS AND DISCUSION

Genetickou transformaciou pomocou A. tumefaciens sme
vniesli T-DNA binarneho vektora pEV8 do genému tabaku.
Transformované listové pletiva sme regenerovali pod
selekénym tlakom antibiotika kanamycinu. Na zaklade
predchadzajucich ~ problémov s regeneraciou  pletiv
transformovanych s T-DNA obsahujucou samozostrihujucu
loxP kazetu (Morav¢ikova et al., 2008) sme sa rozhodli
regenerované rastlinky udrziavat za neselektivnych
podmienok. Za transgénne rastliny sme povazovali len tie,
uktorych sme potvrdili histochemicky GUS aktivitu
(Obrazok 2). 14 rastlin s dobre detekovatelnou GUS
aktivitou sme podrobili PCR analyzam (Obrazok 3). PCR
analyzy potvrdili pritomnost’ gus a nptll génu vo vsetkych
analyzovanych Ty rastlinach (Tabulka 2). V dalSej casti
experimentov sme sledovali pripadny pred¢asny zostrih v Tg
rastlindch. V pripade, Ze by doslo k predcasnej aktivacii cre
rekombinazy, PCR reakciou s primerami P1/P3 by sme
amplifikovali fragment koreSpondujiici k sekvencii po
zostrihu (Obrazok 1b). Nase vysledky ukazali, ze 0.69 kb
P1-P3 PCR fragment sme detekovali v pripade 7 zo 14
analyzovanych Ty rastlin (Obrazok 3, draha A; Tabulka 2).
Ked'ze u vsetkych Ty rastlin Sme dokazali pritomnost’ nptll
génu, tychto 7 rastlin bolo chimerickych pre nptll gén.
U zvy$nych Ty rastlin nedoslo k predCasnej aktivacii cre
génu. NasSim cielom bolo zistit, ¢i zmenou promdtorovej
sekvencie, ktora riadi expresiu gus reprotérového génu doslo
k eliminacii ektopickej aktivacie cruC promotora. V naSich
predchadzajucich experimentoch (Moravéikova et al.,
2008) vsetky Ty rastliny boli chimerické pre nptll gén ako
dosledok ektopickej aktivacie cruC promdtora. V literatire
sa uvadza, ze silny CaMV 35S promdtor moze interferovat’ s
pletivovo a organ Specifickymi prométormi (Zheng et al.
2007). Zmenou prométorovej sekvencie sme sice dokazali
ziskat’ Ty rastliny, v ktorych nedoslo k ektopickej aktivacii
cruC promotora, ale zaroven aj chimerické Ty rastliny. Zda
sa, ze na ektopicku aktivitu cruC promoétora ma vplyv nielen
pritomnost dCaMV35S sekvencie, ale pravdepodobne je to
kombinacia silného prométora a uréitého typu a(biotického)
stresu. V. AMD database (Zimmermann et al., 2004) sa
uvadza, ze expresia génu zcruC promotora moze byt
aktivovana aj agrobaktériom, ktoré preziva urCity ¢as po
transformacii na povrchu rastlinnych buniek.

To
A

NT(l 5 19 13 7 16 10 21\

T P99906 D @

Obrazok 2 Histochemické stanovenie GUS activity v
pletivach T, rastlin. Aktivita gus génu sa prejavila modrym
sfarbenim v mieste enzymatickej reakcie. NT— netransgénny
tabak ako kontrola.
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Obrazok 3 Produkty PCR reakcie detekované
Vv etidium bromidovom 1% agarézovom géle.

Draha A: PCR produkty s primerami P1/P3
amplifikujuce 0.69 kb fragment korespondujiuci k DNA
sekvencii po pred¢asnom zostrihu nptll génu (NPT-)
(Obrazok 1b). Draha B: PCR produkty s primerami
P1/P2 amplifikujuce 1.54 kb fragment kore$pondujici
ku nptll génu (NPT+) (Obrazok la). Draha C: PCR
produkty s primerami P4/P5 amplifikujice 0.59 kb
fragment koreSpondujuci ku gus génu (GUS+) (Obrazok
1a). Prva draha obsahuje 1 kb DNA ladder (Fermentas).

Tabul’ka 2 PCR analyzy T, rastlin

PCR®

(GUSH) (NPTH) (NPT
Linia P4-P5 P1-P2 P1-P3
To-l + + -
To5 + + -
T0-7 + + -
TO-9 + + +
To-10 + + +
To-11 ¥ n -
To-13 + + +
T, 14 + T :
To- 16 + + +
To-17 ¥ ¥ ¥
To-19 n T -
To- 21 + + +
T0-22 + + -
To-25 + + +

8 PCR analyzy s primerami potvrdzujice pritomost gus
génu (GUS+), pritomnost’ nptll génu (NPT+) a pripadny
predéasny zostrih nptll génu (NPT-)

CONCLUSION

Genetickou transformaciou tabaku sme =ziskali sadu
transgénych rastlin, u casti ktorych sme detekovali
predCasné odstranenie selekéného markerového génu
v dosledku ektopickej aktivacie cruC promotora.
Zmenou promotorovej sekvencie, ktora riadila expresiu
reportérového gus génu sme dokazali cCiastoCne
eliminovat’ predCasné odstranenie sekvencii
umiestnenymi medzi dvoma loxP miestami.
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