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. 

Α)
pX11

Β)
[image: ] 
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. 
[bookmark: _GoBack][image: ]
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. 
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involvement of tyrosinase in the betalain pathway was challenged
by the discovery of a cytochrome P450-type enzyme,
CYP76AD1, which was shown to play an essential role in the
conversion of L-DOPA to cyclo-DOPA in red beet (Hatlestad
et al., 2012). In a recent report, heterologous expression of
CYP76AD1 in yeast demonstrated its capacity to additionally
catalyze the conversion of tyrosine to L-DOPA (DeLoache et al.,
2015). However, conclusive evidence for CYP76AD1 tyrosine
hydroxylase activity in planta was not provided.



In parallel to the progress made in recent years in understand-
ing of the betalain biosynthetic process, research has also been
directed towards the attempted production of betalains in natu-
rally nonproducing organisms. Heterologous betalain production
has previously been reported in several studies. In vitro synthesis
of betaxanthins was demonstrated by recombinant expression of
a DOD enzyme in Escherichia coli, to be used in a reaction with
its substrate L-DOPA (Sekiguchi et al., 2010; Gandia-Herrero &
Garcia-Carmona, 2012). Production of both betaxanthins and
betacyanins was obtained in yeast by expression of the red beet
DOD gene BvDODA1 with or without CYP76AD1, together



with L-DOPA substrate feeding (Hatlestad et al., 2012). Betalain
production in potato (Solanum tuberosum) and snapdragon
(Antirrhinum majus) tissues by transient expression of DOD and
L-DOPA feeding was also reported, together with the engineering
of transgenic DOD-expressing Arabidopsis plants which produce
betaxanthins when fed with L-DOPA (Harris et al., 2012). Pro-
duction of betaxanthins without substrate feeding was demon-
strated in suspension-cultured tobacco (Nicotiana tabacum) BY2
and Arabidopsis T87 suspension cells, by expression of a Shiitake
mushroom tyrosinase together with the Mirabilis jalapa DOD
gene MjDOD. Expression of the tyrosine-hydroxylating mush-
room tyrosinase obviated the need for L-DOPA feeding. How-
ever, within several weeks the cultured cells became brown and
stunted, probably because of the toxic accumulation of
dopaquinone and its derivatives, as a result of activity of the
exogenous tyrosinase (Nakatsuka et al., 2013).



In the study presented here, we carried out a comprehensive
transcriptome analysis of M. jalapa and consequently identified a
member of the CYP76AD1 subfamily of cytochrome P450 genes
that is highly co-expressed with betalain-related genes. An



Fig. 1 The betalain biosynthetic pathway.
The first committed step in the pathway,
tyrosine 3-hydroxylation, is catalyzed by
both cytochrome P450s CYP76AD1 and
CYP76AD6 in red beet. Dashed lines
designate reactions of an alternative
pathway for formation of betanin, where
cyclo-DOPA is first glycosylated and then
condensates with betalamic acid. Spon.,
spontaneous condensation reactions.



New Phytologist (2015) ! 2015 The Authors
New Phytologist! 2015 New Phytologist Trustwww.newphytologist.com



Research
New
Phytologist2











image3.emf



aforementioned gene silencing assays, confirming that
CYP76AD6 catalyzes only the single step of L-DOPA formation
and not its subsequent conversion to cyclo-DOPA. Agroinfiltra-
tion of the pAD6 vector alone resulted in production of L-DOPA
in N. benthamiana leaves, verified by LC-MS (Fig. 4f).



Recombinant expression of CYP76AD1 and CYP76AD6
allows betalain synthesis in yeast



CYP76AD1 and CYP76AD6 activity was further evaluated by
recombinant expression of each of the two enzymes in yeast,
together with BvDODA1. To this end, full coding sequences of
BvDODA1, CYP76AD1 and CYP76AD6 were cloned into galac-
tose-inducible yeast overexpression vectors and transformed into
S. cerevisiae cells. Yeast was subsequently grown in standard SD
medium, with no L-DOPA supplementation. Similarly to the
N. benthamiana transient expression assays discussed above, red-
violet pigmentation was observed in media of yeast expressing
CYP76AD1 and BvDODA1, while yellow pigmentation was evi-
dent in media of yeast expressing CYP76AD6 and BvDODA1.
Expression of each of the cytochrome P450 enzymes without
BvDODA1 or expression of BvDODA1 alone did not result in
formation of red or yellow pigments. Additionally, expression of
CYP76AD1, CYP76AD6, and BvDODA1 together resulted in
formation of orange pigmentation in the media (Fig. 5a). LC-



MS analysis was used to verify the occurrence of betalains in the
yellow, red-violet and orange-pigmented media (Fig. 5b;
Table S2).



CYP76AD6 belongs to a phylogenetic clade that was not
previously associated with betalain biosynthesis



In a recently published study, large-scale phylogenetic analyses of
Caryophyllales plants suggested the occurrence of several gene
duplication events of the CYP76AD1 locus early in Caryophyl-
lales evolutionary history. These events were suggested to give rise
to three clades within the CYP76AD1 lineage, named
CYP76AD1-a, CYP76AD1-b and CYP76AD1-c (Brockington
et al., 2015). The authors deduced that the CYP76AD1-a clade
is directly associated with betalain biosynthesis as it includes,
among others, the functionally characterized B. vulgaris
CYP76AD1 gene and its M. jalapa ortholog CYP76AD3, which
has also been implicated as playing a similar role in betalain
biosynthesis (Suzuki et al., 2014). However, nothing is currently
known with respect to the function of genes belonging to the
CYP76AD1-b and CYP76AD1-c clades. Interestingly, the
CYP76AD6 gene reported here (accession ‘Bv9_228610_yqeq.t1’
in the B. vulgaris genome (Dohm et al., 2014)) is positioned in
the CYP76AD1-b clade, as demonstrated in the phylogenetic
analyses presented by Brockington and co-workers, and further
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Fig. 4 Recombinant expression of
cytochrome P450s CYP76AD1 or CYP76AD6
in Nicotiana benthamiana leaves enables L-
3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) and
betalain production. (a) Co-infiltration of
agrobacteria harboring plasmids for
expression of CYP76AD1 with cDOPA5GT
(pAD1-GT) and DOPA 4,5-dioxygenase
BvDODA1 (pDODA1) in N. benthamiana
leaves causes red pigmentation. (b) Liquid
chromatography–mass spectrometry (LC-
MS) analysis of red-pigmented tissue shows
the occurrence of betanin and iso-betanin.
(c) Infiltration of pAD1-GT in
N. benthamiana leaves enables production of
L-DOPA. L-DOPA was not detected in the
control experiment, where YFP was
expressed (pYFP). (d) Co-infiltration of the
CYP76AD6 expression vector (pAD6) and
pDODA1 in N. benthamiana leaves causes
yellow pigmentation. (e) Analysis of yellow-
pigmented tissue allows the identification of
several betaxanthin compounds, exemplified
here by the identification of indicaxanthin. (f)
Infiltration of pAD6 in N. benthamiana leaves
enables production of L-DOPA. L-DOPA was
not detected in the control experiment
(pDODA1+ pYFP). XIC, extracted ion
chromatogram. Time, retention time (min).
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