PIANO DI FORMAZIONE

Titolo del progetto di ricerca - “BIOSOS FRU – Approcci biotecnologici di nuova generazione per migliorare la produttività e la sostenibilità delle piante da frutto”
Titolo della borsa di studio:

Ottenimento di piante resistenti al colpo di fuoco batterico e autocompatibili in pero
Descrizione del progetto di ricerca: 
Negli ultimi anni, in pero, le condizioni ambientali hanno spesso arrecato ingenti perdite di prodotto (i.e. condizioni sfavorevoli durante la fioritura, attacchi da parte di agenti patogeni, eventi atmosferici estremi come grandinate e siccità). 

Uno degli obiettivi principali del miglioramento genetico del pero è sicuramente l’ottenimento di nuove varietà capaci di resistere agli attacchi dei principali patogeni, con particolare attenzione a quelli per i quali non esistono dei validi mezzi di controllo, come il colpo di fuoco batterico causato da Erwinia amylovora. Purtroppo, nonostante i diversi studi di genetica molecolare condotti negli ultimi anni, non sono stati identificati specifici geni di resistenza da utilizzare in esperimenti di trasformazione genetica in pero. 
Altro problema di grande rilievo è la stabilità delle produzioni che, soprattutto in pero, viene fortemente influenzata dall’auto-incompatibilità della specie. Il controllo genetico dell’incompatibilità è quindi importante per garantire un'efficiente fertilizzazione nei frutteti, e quindi una buona resa produttiva. Nonostante che l’auto-compatibilità sia nota nel pero asiatico, l’introduzione di questo carattere nel pero europeo è complessa utilizzando i metodi tradizionali. In alternativa, oggi si pongono nuove tecniche che si basano sull’ingegneria genetica. Ovviamente per l’efficiente applicazione di queste tecniche è fondamentale la disponibilità di geni clonati e caratterizzati che possano essere utilizzati per modificare le caratteristiche delle piante nel modo voluto. 
Per quanto riguarda l’inserimento o la modifica mirata di alcuni geni, il pero non presenta particolari difficoltà in coltura in vitro ed efficienti protocolli di rigenerazione sono già stati pubblicati (i.e. Morgues et al., 1996). Le moderne tecniche di cisgenesi (Shouten et al. 2006) e DNA editing (revieweed by Schaart et al 2016) permettono il trasferimento di geni da specie affini o l’introduzione di mutazioni del tutto simili a quelle spontanee, permettendo di ottenere varietà migliorate nel giro di pochi anni. La recente dimostrazione della possibilità di realizzare ibridi fertili dall’incrocio fra genotipi di specie diverse (Fischer et al 2014) apre la possibilità di utilizzare i geni di melo per l’approccio cisgenico nel pero. In letteratura è noto un gene di resistenza a fire blight (FB_MR5) che deriva da Malus x robusta 5. Questo gene è già stato utilizzato in esperimenti di trasformazione genetica in melo (Broggini et al 2014), essendo stato trasferito nella cultivar "Gala" mediante Agrobacterium tumefaciens per dimostrarne l’efficacia nel conferire resistenza a Erwinia amylovora (Broggini et al 2014).

Per quanto riguarda il DNA editing, la tecnica è stata recentemente applicata con successo sia in melo sia in pero (Charrier et al., 2019). 
Fasi del Progetto e piano formativo
Il progetto si articolerà nelle seguenti attività:

B1.1. Resistenza a Fire Blight

L'approccio cisgenico sarà utilizzato per la costituzione di una varietà di alto pregio di pero resistente al colpo fuoco batterico (malattia causata dal batterio patogeno Erwinia amylovora). A questo scopo verrà utilizzato il gene FB_MR5 isolato dalla specie selvatica Malus robusta 5 (MR5; Kost et al 2015). La metodologia utilizzerà A. tumefaciens per trasferire il vettore binario p9-Dao-FLPi che permetterà il trasferimento del cisgene FB_MR5 controllato dalle sue sequenze regolatrici native e l'eliminazione dei marcatori selezionabili grazie alla presenza di una ricombinasi. Le linee trasformate verranno caratterizzate per la presenza del gene di resistenza attraverso PCR mentre la relativa espressione e il numero di copie verranno stimati mediante PCR quantitativa. Il livello di resitenza delle linee trasformate sarà inoltre verificato mediante inoculazione artificiale di Erwinia amylovora in ambiente controllato.

Schema del lavoro 

-
Clonaggio del gene nell'opportuno vettore per facilitarne la manipolazione

-
Preparazione di un costrutto recante il gene FB_MR5 sotto il controllo delle sue sequenze regolatrici native e inserimento dell’RNA guida per DNA editing

-
Costituzione di piante cisgeniche 

-
Identificazione delle linee trasformate mediante analisi molecolari

-
Caratterizzazione fenotipica mediante inoculazione artificiale del patogeno in ambiente controllato.

B1.2. Superamento dell’autoincompatibilità nel pero

Il progetto prevede la modificazione mediante ‘Genome Editing’ di uno dei due geni presenti al locus locus S. A questo scopo si utilizzeranno le conoscenze pregresse sulla ribonucleasi (S-RNasi) che rappresentano il determinante femminile dell’autoincompatibilità. Le sequenze del gene della S-RNasi verranno analizzate al fine di identificare la regione più idonea per costituire l’obiettivo della modificazione mirata attraverso il sistema CRISPR-Cas9. Si tenterà di selezionare una regione conservata fra i diversi alleli in modo tale da poter utilizzare il sistema di mutagenesi in ogni varietà. Tuttavia, sulle base delle conoscenze attuali anche solo la mutazione mirata di uno dei due alleli presenti in una varietà è in grado di produrre piante autocompatibili. Si procederà quindi alla preparazione del costrutto contenente l’RNA guida (sgRNA) che verrà inserito nella pianta mediante agrobatterio. I prodotti della trasformazione verranno poi analizzati solo a livello molecolare per verificare l’effettiva mutazione del gene target, in quanto sarà necessario attendere la fioritura delle piante rigenerate per l’effettiva verifica del fenotipo e di conseguenza questa parte presumibilmente non potrà essere effettuata prima della fine del progetto, a causa del periodo di giovanilità tipico delle piante derivate da seme ma anche di quelle derivate da coltura in vitro.

Schema del lavoro

-
Costituzione di un costrutto atto alla mutagenesi sito-specifica per il gene della RNasi utilizzabile su diverse varietà di pero. La struttura questo gene permette di identificare regioni altamente conservate su cui disegnare l’sgRNA necessario per indurre la mutazione, iniziando da quelle fino ad oggi utilizzate per i saggi di S-genotyping mirati alla definizione della composizione allelica al locus S delle varietà di pero. Le sequenze di base per l’identificazione dell’sgRNA saranno quelle degli alleli S107 e S121 che sono gli alleli della varietà ‘Conference’ (Nikzad et al 2014), cultivar per la quale sono a disposizione efficienti protocolli per la trasformazione genetica. Tali sequenze saranno analizzate con il software specifico CRISPR-P 2.0 (http://cbi.hzau.edu.cn/CRISPR2/; Liu et al 2017) per identificare fra le sequenze fiancheggianti il motivo protospacer (PAM) quelle più idonee per l’inserzione di una mutazione che porti alla perdita di funzione del gene. Una volta identificata la sequenza dell’sgRNA si chiederà la sintesi del costrutto ad un servizio esterno, compatibile con la tecnologia di rimozione FLP/FRT.

-
Ottenimento di piante di pero autocompatibili con mutazione sito-specifica a livello della RNasi. Una volta ricevuto il costrutto sui procederà alla trasformazione di cellule di Agrobacterium tumefaciens (ceppo EHA105) per procedere all’infezione di espianti fogliari prelevati da piante già mantenute in vitro della cv ‘Conference’ per la trasformazione genetica. Le piantine trasformate in rigenerazione saranno selezionate con kanamicina. Su questo materiale si verificherà sia l’avvenuta trasformazione sia la mutazione sull’RNasi per PCR e sequenziamento. La rimozione del costrutto usato per la trasformazione avverrà attraverso trattamento termico (e anche la rimozione del transgene sarà verificata con PCR). Alla fine si procederà alla radicazione delle piante mutate e alla loro acclimatazione in vaso.
