Παροδική έκφραση γονιδίων σε φύλλα καπνού Nicotiana benthamiana

Εισαγωγή
Ο παροδικός μετασχηματισμός φυτών επιλέγεται ως μέθοδος γενετικής τροποποίησης τόσο για ανάλυση της λειτουργίας ενός γονιδίου όσο και για την ανάλυση υποκινητών. Επιπλέον, αποτελεί τη μέθοδο επιλογής σε περιπτώσεις που επιδιώκεται η παραγωγή προϊόντων (πρωτεϊνών, μεταβολιτών, κτλ) στα φυτικά κύτταρα. 
Η παροδική έκφραση γονιδίων σε μετασχηματισμένα φυτά επιτρέπει την ταχύτατη προσέγγιση του υπό μελέτη ζητήματος, την ανάλυση της έκφρασης γονιδίων με επιβλαβείς επιδράσεις στην ανάπτυξη και αύξηση του φυτού και την σύγχρονη ανάλυση ανεξάρτητων μετασχηματισμένων κυττάρων χωρίς τα μειονεκτήματα της ιστοκαλλιέργειας (πχ. σωματοκλωνική ποικιλότητα). Επιπλέον, εξασφαλίζει την έκφραση των διαγονιδίων σε σημαντικά αυξημένα επίπεδα έκφρασης σε σύγκριση με το σταθερό μετασχηματισμό φυτικών κυττάρων.
Για παροδικό μετασχηματισμό φυτών είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί το Agrobacterium tumefaciens το οποίο φέρει είτε δυαδικό φορέα είτε ιικό φορέα (ανασυνδυασμένοι ιοί) (agroinfection). Τo βακτήριο μεταφέρεται στους φυτικούς ιστούς συνήθως με διείσδυση (υπό κενό ή με ένεση). Στο εργαστήριο θα εφαρμοσθεί η μέθοδος της διείσδυσης Agrobacterium σε φύλλα φυτού Nicotiana benthamiana με έγχυση (αγροεμποτισμός).
Στην συγκεκριμένη άσκηση θα μετασχηματίσετε φύλλα Nicotiana benthamiana με τον δυαδικό φορέα (pX11) ο οποίος κωδικοποιεί τρία γονίδια που αρκούνε για την ανασύσταση του βιοσυνθετικού μονοπατιού των χρωστικών βηταλαϊνών (betalains)  του κόκκινου παντζαριού Beta vulgaris όπως δείχνει η Εικόνα 1.

Συνολική Πειραματική Διαδικασία:

1. Βλάστηση φυτών
Φυτά Nicotiana benthamiana αναπτύσσονται σε θάλαμο ανάπτυξης φυτών με τεχνητό φωτισμό (> 250 μEinsteins m-2 sec-1), φωτοπερίοδο 18 h ημέρα / 6 h σκοτάδι, θερμοκρασία ημέρας 24 0 C και θερμοκρασία νύχτας 20 o C. 
Θα χρησιμοποιηθούν φύλλα του φυτού (4ο-8ο πραγματικό φύλλο) όταν αυτά θα έχουν αποκτήσει όλο σχεδόν το μέγεθός τους. 
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Εικόνα 1: Α) Χάρτης του  δυαδικού πλασμιδιακού φορέα pX11 και  Β) το βιοσυνθετικό μονοπάτι των βηταλαϊνών όπως προτάθηκε από τους Polturak et al., (2015). Τα c-DOPAgt, CYP76 και DODA1 στον πλασμιδιακό χάρτη κωδικοποιούνε αντίστοιχα τα: cyclo-DOPA-5-O-glucosyltransferase, κυτόχρωμα CYP76AD1 και DOPA4,5-dioxygenase. Το Spon. Επισημαίνει αυθόρμητες (χωρίς την μεσολάβηση ενζύμου) αντιδράσεις του βιοσυνθετικού μονοπατιού των βηταλαϊνών. 


2. Καλλιέργεια Agrobacterium tumefaciens
Το στέλεχος  Agrobacterium tumefaciens που θα χρησιμοποιηθεί είναι το LBA4404, μετασχηματισμένο με το φορέα υπερέκφρασης pX11 (Polturak et al., New Phytologist, 2015, doi: 10.1111/nph.13796) με γονίδιο επιλογής την ανθεκτικότητα σε καναμυκίνη.

1. Tα βακτήρια αναπτύσσονται σε LB θρεπτικό μέσο με τα κατάλληλα αντιβιοτικά για την επιλογή του δυαδικού φορέα (καναμυκίνη) στους 28 ο C, σε 200 rpm για 18-24 h (λογαριθμική φάση ανάπτυξης).
2.  Τα βακτηριακά κύτταρα συλλέγονται με φυγοκέντρηση για 20 min σε θερμοκρασία δωματίου στις 1000 g 
3. Επαναδιαλύονται σε διάλυμα ΜΜΑ (1x άλατα MS, 10mM MES pH 5.6 με ΚΟΗ, 200μΜ ακετοσυριγκόνη) και σε οπτική πυκνότητα O.D.600= 0.1 (γενικά χρησιμοποιείται OD 0.1-1.0 ανάλογα με τον πλασμιδιακό φορέα και τον τελικό σκοπό). 
4. Επωάζονται σε θερμοκρασία δωματίου για 30 min.
3. Έγχυση 
1. Το εναιώρημα των βακτηρίων εγχύεται στην κάτω επιφάνεια των φύλλων με μια σύριγγα χωρίς βελόνα με σταθερή και ελεγχόμενη πίεση. Σε κάθε φύλλο εγχύστε περίπου  1-2 ml.
2. Toποθετήστε τα φυτά και πάλι στο θάλαμο ανάπτυξης για 48 h.
4. Έλεγχος του παροδικού μετασχηματισμού 
Ο έλεγχος του μετασχηματισμού θα γίνει οπτικά, καθώς οι βηταλαϊνες έχουν έντονο  κόκκινο χρώμα. 
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Εικόνα 2: Αναμενόμενα αποτελέσματα μετά απο παροδικό μετασχηματισμό N. benthamiana με τον πλασμιδιακό φορέα pX11


Τι θα κάνετε κατά τη διάρκεια της εργαστηριακής άσκησης 3:
1) Δίνεται καλλιέργεια Agrobacterium tumefaciens αραιωμένη σε διάλυμα ΜΜΑ με ακετοσυρινγκόνη σε OD600: 0.1-0.5 
2) Αφήστε την καλλιέργεια σε RT για >30 (60-90) λεπτά στους 19-23 ο C..
3) Χρησιμοποιώντας τη σύριγγα του 1ml ενέστε σ’ ένα φύλλο 0.5ml από την καλλιέργεια αγροβακτηρίου.
4) Παρατηρείστε μετά την πάροδο 48 ωρών την παραγωγή των βηταλαϊνών. 


1

image2.emf
tyrosine
CYP76AD1
CYP76AD6

cyp76‘py L- DOPA
DOPA

OH,
m 4 5-dioxygenase
o COOH
cyclo-DOPA
cyclo-DOPA-5-0- |

glucosyltransferase !

**’)CO\

betalamlc acid

N betanidin

\ betanidin-5-O-
lglucosyltransferase betaxanthins

«%’m

betanin










image3.emf










image1.png
3alphal-X9-newKanR-DODA1-CYP76AD1-cDOPAGT




image2.png
3alphal-X9-newKanR-DODA1-CYP76AD1-cDOPAGT





[T —

e
o k. e e v 0 51 T T
- —-—
I i i v ¢ AR 1 S 1 o
oty 150 . o e, o e T B0 YW 5
gt g e v o e 100 Sl 20 1 o
i v st g X 10 s T
ety g ogek it
P
et oA S i

o reptas serooanes i e S 8 monkd 10
Aot s o o i e oo e a1 . 500
(vt i (sgonecm. To b, provi o, ool
oo ¢ e (4 e . 2 v s oo

e, O o 24 C s S o 20°C.
o veronte o oy o1 (45 evpe $90) e o
o oo ot o e .




