Programma Short Term Mobility 2009

Titolo del programma: Analisi trascrittomica del genoma plastidiale di piante transplastomiche di tabacco con fenotipo “pigment-deficient”

Relazione scientifica finale sull’attivita’ svolta dalla Dott.ssa Nunzia Scotti dal 24/06/2009 al 18/07/2009 presso il Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology di Potsdam-Golm, Germania

Lo scopo della visita in oggetto e’ stato di analizzare l’espressione di geni plastidiali in piante transplastomiche di tabacco, recentemente prodotte presso il CNR-IGV di Portici, che sovraesprimono il gene gag del virus HIV-1, agente eziologico dell’AIDS, nel genoma plastidiale. L’elevato accumulo nel cloroplasto della proteina ricombinante (intorno al 7-8%) delle proteine totali solubili ha indotto un fenotipo clorotico (“pigment-deficient”), una riduzione nella crescita della pianta e nel contenuto di proteine totali da foglia. Poiché la presenza di tali fenotipi può essere associata ad alterazioni nella regolazione dell’espressione genica, le suddette piante e piante transplastomiche controllo (trasformate con un vettore “vuoto”) sono state sottoposte ad analisi “microarray” di tutti i geni plastidiali, per evidenziare possibili interazioni, coinvolte nel fenotipo osservato, tra il transgene e i geni plastidiali endogeni.

Pertanto nel corso della visita presso il Max Planck Institute, nel laboratorio del Prof. Ralph Bock, al fine di perseguire gli obiettivi delineati, sono stati condotti i seguenti esperimenti:

analisi trascrittomica delle piante che sovraesprimono il gene gag e di piante controllo mediante “microarray” di tutti i geni plastidiali. Per tali esperimenti sono state utilizzate tre repliche biologiche di RNA totale sia per le piante “gag” sia per quelle controllo. Ciascun vetrino “microarray” conteneva quattro repliche tecniche di tutti i geni plastidiali;

isolamento di polisomi, estrazione e purificazione di RNA dalle piante che sovraesprimono il gene gag e da piante controllo; 

analisi trascrittomica mediante “microarray” utilizzando due repliche biologiche di RNA da polisomi sia per le piante “gag” sia per quelle controllo e vetrini contenenti quattro repliche tecniche di tutti i geni plastidiali.

Le analisi “microarray” condotte, sulle piante di interesse e su quelle controllo, utilizzando RNA totale hanno consentito di avere un’informazione generale del livello di trascrizione dei geni plastidiali, mentre con RNA isolato da polisomi, quindi RNA associato ai ribosomi, del livello di traduzione dei geni plastidiali.

Analisi preliminari dei dati ottenuti dalle ibridazioni con RNA totale ed RNA isolato dai polisomi delle piante “gag” e piante controllo hanno evidenziato alcune differenze nell’espressione dei geni plastidiali endogeni. In particolare, le differenze più significative osservate sono le seguenti:

· una riduzione del livello di espressione del gene rbcL, codificante per la subunità “large” della proteina Rubisco, nelle piante che sovraesprimono il gene gag. Tale riduzione è stata osservata sia con l’RNA totale sia con quello isolato dai polisomi, indicando una “downregulation” sia a livello trascrizionale sia di sintesi proteica;

· un aumento dell’espressione di alcune proteine ribosomali (Rpl32, Rpl33, Rps4, Rps11, Rps18) e della subunità P della proteasi plastidiale (ClpP) nelle piante “gag” solo con le ibridazioni effettuate con gli RNA isolati dai polisomi, evidenziando per questi geni una maggiore quantità di RNA legato ai ribosomi e quindi un possibile aumento della sintesi proteica.

I dati prodotti dovranno comunque essere sottoposti ad analisi bioinformatiche più dettagliate per confermare le differenze osservate sia a livello trascrizionale sia di sintesi proteica.
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