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Abstract

The final aim of this thesis is the study of biosynthesis and the accumulation of
ascorbic acid in tomato fruits and its bioavailability in by-products of the tomato
supply chain.

Ascorbic Acid (vitamin C or AsA), has a powerful antioxidant activity in the
human body, and is also involved in the protection of cellular components (DNA,
proteins and lipids) from oxidative damage induced by free radicals (ROS, Reacting
Oxygen Species) which are formed as a result of metabolic processes. The human
body is not able to synthesize this vitamin, which being water-soluble is eliminated
every day. It is therefore very important to take this antioxidant regularly through
the diet.

Tomato fruits (Solanum lycopersicum L.) are one of the main sources of
antioxidants of vegetable origin. Many studies have associated their consumption
with a reduced risk of cancer, inflammation and cardiovascular disease. These
effects are attributed to the presence of antioxidant molecules including AsA. The
growing interest in wellness is influencing consumer choices by directing them to
eat functional foods with high antioxidant potential. Most tomatoes are consumed
fresh or are the basic ingredient of a wide variety of cooked and processed foods
such as juices, sauces and soups. Hence the need to find new ways to obtain
functional processed products and genotypes of biofortified tomatoes with
enhanced levels of antioxidants, without neglecting the agronomic and economic
aspects.

Modern cultivars have a low concentration of antioxidants compared to wild
species, being the result of several cycles of domestication and breeding activities
that have allowed to improve the tomato from an agronomic point of view, in
particular for its yield and its adaptation, while neglecting the organoleptic and
nutraceutical qualities of the fruit.

Today it is possible to use new genetic resources, including introgression lines
(IL), to increase the antioxidants content in tomato and study the mechanisms
behind their production. These introgression lines contain a homozygous segment
of the wild genome in the background of the cultivated variety and represent a

genomic library very useful to identify the genes involved in the regulation of



quantitative trait loci (QTL). Worldwide, researchers have focused mainly on the
wild species Solanum pennellii, obtaining a population of 76 introgression lines. In
our laboratory at the Department of Agriculture, University of Naples Federico 11,
seven sublines (genotypes encoded from R176 to R182) of the IL 7-3 that carried
reduced portions of the wild genome compared to IL7-3 on the same chromosome
and showing high levels of antioxidants and °Brix in fruits. In particular, the subline
R182 showed qualitative characteristics of the fruits significantly higher than the
cultivated genotype M82, showing however comparable levels of yield, thus
exceeding the low yield always found in the parental line IL7-3.

In this thesis paper we performed a characterization of the subline R182 and
other 3 sublines (R176, R178 and R181) coming from the same cross in order to
identify superior lines for content of antioxidant molecules, in particular AsA.
Based on genome analysis previously performed by our laboratory and the results
obtained from the characterization performed in this thesis, the R182 subline was
chosen to identify the candidate genes controlling the content of ascorbic acid in
fruits. CRISPR/Cas9 was then used to validate genes identified in R182 subline.
Finally, as the consumption of processed tomato products has increased in recent
years, the effects of the industrial transformation process on the content of ascorbic

acid and other antioxidant molecules have also been assessed.

The first objective of this thesis was to make a characterization of the sublines
of the S. pennellii IL7-3, carriers of QTL positive for the accumulation of AsA in
tomato fruit. Two separate studies were conducted, one in open field and one in a
controlled environment. The results of the biometric, qualitative and metabolomic
analyses of the two experiments confirmed the better performance of R182 subline
compared with the cultivated genotype M82. In addition, the genotype R182
showed higher °Brix and greater ascorbic acid accumulation in the fruits than M82.
These data were well in agreement with the increased accumulation of glucose and
fructose, precursors of the biosynthesis pathway of the Smirnoff-Wheeler AsA,
highlighted in R182.



The second objective of this thesis was to identify the candidate genes
responsible for the accumulation of ascorbic acid through the CRISPR/Cas9
genome editing technique. Among all the genes mapped in the introgression region
of R182, attention was focused on two coding genes for a Nucleobase Ascorbate
Transporter (NAT) and a Major Facilitator Superfamily Protein (MFSP), which
could play an indirect role in the biosynthesis and accumulation of AsA and in the
control of other key quality traits including the °Brix. In the T1 generation of plants
obtained by genetic transformation, qualitative and metabolomic analyses were
carried out. These preliminary results allowed us to affirm the effective
involvement of the candidate genes NAT and MSFP in the transport and

accumulation of ascorbic acid in fruits.

The third objective of this thesis was to evaluate the effects of the industrial
processing on the content of the main nutraceutical compounds. To obtain a
functional and quality food, qualitative analyses were carried out on five by-
products obtained with different processing techniques. The results of the analysis
showed that in processed products, lipophilic and hydrophilic antioxidant activity,
total phenols and vitamin C content decrease due to heat treatments. Thus, fresh
tomatoes continue to be the preferred source of ascorbic acid and other antioxidant

compounds beneficial to human health.

In conclusion, the results obtained in this thesis, have allowed to confirm the
better performance of subline R182 compared to genotype M82 excluding the
environmental factor. Therefore, in the future it could be used in a breeding program
to improve the nutritional characteristics of tomato fruit. In addition, the results
obtained from the genetic transformation with the CRISPR/Cas9 technique allowed
to identify the function of the MFSP gene present in the introgression region of the
R182 subline and of the NAT gene located downstream of the introgressed region.
Finally, analyses conducted on the processed products demonstrated the influence

of thermal processes on the content of antioxidant compounds.



Abstract

Scopo finale della presente tesi ¢ lo studio della biosintesi e 1’accumulo
dell’acido ascorbico nei frutti di pomodoro e la sua biodisponibilita nei
sottoprodotti della filiera del pomodoro.

L’acido ascorbico (vitamina C 0 AsA), ha una potente attivita antiossidante nel
corpo umano, ed é implicato anche nella protezione dei componenti cellulari (DNA,
proteine e lipidi) dai danni ossidativi indotti dai radicali liberi (ROS, Reacting
Oxygen Species) che si formano a seguito di processi metabolici. 1l corpo umano
non & in grado di sintetizzare questa vitamina, che essendo idrosolubile viene
eliminata tutti i giorni. E quindi molto importante assumere questo antiossidante
regolarmente tramite 1’alimentazione.

Le bacche di pomodoro (Solanum lycopersicum L.) sono una delle principali
fonti di antiossidanti di origine vegetale. Molti studi hanno associato il loro
consumo a un ridotto rischio di cancro, inflammazione e malattie cardiovascolari.
Questi effetti sono attribuiti alla presenza di molecole antiossidanti tra cui I’acido
ascorbico. Il crescente interesse per il benessere sta influenzando le scelte dei
consumatori indirizzandoli a mangiare cibi funzionali ad alto potenziale
antiossidante. La maggior parte dei pomodori viene consumata fresca o costituisce
I'ingrediente base di un'ampia varieta di cibi cotti e trasformati come succhi, salse
e zuppe. Da qui nasce I’esigenza di trovare nuovi modi per ottenere prodotti
trasformati funzionali e genotipi di pomodoro biofortificati con livelli potenziati di
antiossidanti, senza trascurare gli aspetti agronomici ed economici.

Le cultivar moderne presentano una concentrazione bassa di antiossidanti
rispetto alle specie selvatiche, essendo il risultato di diversi cicli di domesticazione
e di attivita di breeding che hanno permesso di migliorare il pomodoro da un punto
di vista agronomico, in particolare per la sua resa e il suo adattamento, trascurando
pero le qualita organolettiche e nutraceutiche del frutto.

Oggi € possibile utilizzare nuove risorse genetiche, tra cui le linee
d’introgressione (IL), per aumentare il contenuto di antiossidanti in pomodoro e
studiare i meccanismi alla base della loro produzione. Queste linee d’introgressione
contengono un segmento omozigote del genoma selvatico nel background della

varieta coltivata e rappresentano una libreria genomica molto utile per identificare



I geni coinvolti nella regolazione dei Quantitative Trait Loci (QTL). A livello
mondiale, i ricercatori si sono concentrati soprattutto sulla specie selvatica Solanum
pennellii, ottenendo una popolazione di 76 linee d’introgressione. Nel nostro
laboratorio presso il Dipartimento di Agraria dell'Universita di Napoli Federico Il,
sono state identificate sette sublinee (genotipi codificati da R176 a R182) della IL
7-3 che portavano porzioni ridotte del genoma selvatico rispetto a IL7-3 sullo stesso
cromosoma e che mostravano alti livelli di antiossidanti e °Brix nei frutti. In
particolare, la sublinea R182 ha mostrato caratteristiche qualitative dei frutti
significativamente superiori al genotipo coltivato M82, mostrando pero livelli di
resa paragonabili, superando cosi la bassa resa sempre riscontrata nella linea
parentale 1L7-3.

In questo elaborato di tesi é stata eseguita una caratterizzazione della sublinea
R182 e di altre 3 sublinee (R176, R178 e R181) provenienti dallo stesso incrocio al
fine di identificare linee superiori per contenuto di molecole antiossidanti, in
particolare di acido ascorbico. Sulla base di analisi del genoma precedentemente
eseguiti dal nostro laboratorio e dai risultati ottenuti dalla caratterizzazione eseguita
in questa tesi, la sublinea R182 e stata scelta per identificare i geni candidati che
controllano il contenuto di acido ascorbico nei frutti. La tecnica CRISPR/Cas9 é
stata quindi utilizzata per validare i geni identificati nella sublinea R182. Infine,
poiché negli ultimi anni sta aumentano il consumo di prodotti trasformati a base di
pomodoro, sono stati valutati anche gli effetti del processo di trasformazione

industriale sul contenuto di acido ascorbico e altre molecole antiossidanti.

Il primo obiettivo della presente tesi & stato quello di effettuare una
caratterizzazione delle sublinee di S. pennellii IL7-3, portatrici di QTL positivi per
I'accumulo di AsA nel frutto del pomodoro. Sono state condotte due prove
sperimentali, una in pieno campo e una in ambiente controllato. | risultati delle
analisi biometriche, qualitative e metabolomiche dei due esperimenti hanno
confermato le migliori prestazioni della sublinea R182 rispetto al genotipo coltivato
M82. Inoltre, il genotipo R182 ha mostrato maggiori °Brix e un maggior accumulo

di acido ascorbico nel frutto rispetto a M82. Questi dati ben si accordavano con il



maggior accumulo di glucosio e fruttosio, precursori della via di biosintesi dell’ AsA

di Smirnoff-Wheeler, evidenziati in R182.

Il secondo obiettivo della presente tesi é stato quello di identificare i geni
candidati responsabili dell’accumulo di acido ascorbico tramite la tecnica di
genome editing CRISPR/Cas9. Tra tutti i geni mappati nella regione di
introgressione di R182, ¢ stata focalizzata 1’attenzione su due geni codificanti per
un Nucleobase Ascorbate Transporter (NAT) e per una Major Facilitator
Superfamily Protein (MFSP), che potrebbero svolgere un ruolo indiretto nella
biosintesi e nell'accumulo di AsA e nel controllo di altri tratti qualitativi chiave tra
cui °Brix. Nella generazione T delle piante ottenute dalla trasformazione genetica,
sono state eseguite delle analisi qualitative e metabolomiche. Questi risultati
preliminari ci hanno permesso di affermare 1’effettivo coinvolgimento dei geni

candidati NAT e MSFP nel trasporto e accumulo dell’acido ascorbico in bacca.

Il terzo obiettivo della presente tesi é stato quello di valutare gli effetti del
processo di trasformazione industriale sul contenuto dei principali composti
nutraceutici. Per ottenere un alimento funzionale e di qualita sono state eseguite
analisi qualitative su cingue sottoprodotti ottenuti con diverse tecniche di
trasformazione. I risultati delle analisi hanno dimostrato che nei prodotti trasformati
I’attivita antiossidante lipofila e idrofila, il contenuto totale di fenoli e della
vitamina C diminuiscono a causa dei trattamenti termici. Quindi il pomodoro fresco
continua a rappresentare la fonte preferibile di acido ascorbico e altri composti

antiossidanti benefici alla salute umana.

In conclusione, i risultati ottenuti nella presente tesi hanno permesso di
confermare le migliori prestazioni della sublinea R182 rispetto al genotipo M82
escludendo il fattore ambiente. Quindi in futuro potrebbe essere utilizzata in un
programma di breeding per migliorare le caratteristiche nutrizionali del frutto del
pomodoro. Inoltre, i risultati ottenuti dalla trasformazione genetica con la tecnica
CRISPR/Cas9 hanno permesso di identificare la funzione del gene MFSP presente

nella regione d’introgressione della sublinea R182 e del gene NAT localizzato a



valle della regione introgressa. Infine, le analisi condotte sui prodotti trasformati
hanno dimostrato I’influenza dei processi termici sul contenuto dei composti

antiossidanti.
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1 Introduzione generale




1.1 1l pomodoro (Solanum lycopersicum L.)

Il pomodoro & una pianta erbacea annuale appartenente alla famiglia delle
Solanaceae, una delle pit importanti e grandi famiglie di piante, raggruppate nel
genere Solanum. Questa famiglia comprende 98 generi e piu di 2700 specie (Yadav
et al., 2016) con un elevato impatto economico e utilizzate quotidianamente
nell'alimentazione umana. Ad esempio, tra gli alimenti sono inclusi il pomodoro, la
patata (Solanum tuberosum L.) e la melanzana (Solanum melongena L.), tra i
medicinali la belladonna (Atropa belladonna L.), il giusquiamo (Hyoscyamus niger
L.) e altre specie comuni come il tabacco e la petunia, utilizzate a scopo ornamentale
(Knapp & Peralta, 2016; Olmstead & Bohs, 2007).

Il pomodoro coltivato (Solanum lycopersicum L.) € uno dei principali
componenti della dieta mediterranea e l'ortaggio piu consumato al mondo grazie
alla sua versatilita. La maggior parte dei pomodori viene consumata fresca o é
I’ingrediente base di un'ampia varieta di alimenti cotti e trasformati, come succhi,
salse e zuppe.

Tra i primi venti paesi produttori di pomodoro al mondo, I'ltalia é al sesto posto
con 6247910 tonnellate di pomodori prodotti nel 2020. Il principale paese
produttore di pomodoro é la Cina, con 64768158 tonnellate di pomodori prodotti.
In India, secondo paese al mondo per produzione, la quantita prodotta & piu del
triplo dell’Italia: 20573000 tonnellate. Seguono paesi produttori minori, come
la Turchia, gli Stati Unitid'’America, I'Egitto, I'ltalia, I'lran, la Spagna, il Messico,
il Brasile, la Nigeria, la Russia, I'Ucraina, I'Uzbekistan, I'Algeria, la Tunisia, il
Portogallo, il Marocco, il Camerun e I'indonesia (Figura 1.1) (FAOSTAT, 2022).
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Figura 1.1. 1 20 principali paesi produttori di pomodoro nel 2020 (FAOSTAT, 2022).

Oltre al loro ruolo di importanti fonti alimentari, molte specie di Solanaceae
hanno anche un ruolo di piante modello per la biologia vegetale in quanto hanno
subito relativamente pochi riarrangiamenti e duplicazioni del genoma e quindi
hanno un contenuto e un ordine genico molto simile (Mueller et al., 2005).

Il pomodoro (Figura 1.2), tra tutte le specie di Solanaceae, € una delle
dicotiledoni coltivate meglio studiate a livello molecolare ed ¢ stato utilizzato come
specie modello per la ricerca genetica e genomica, grazie al suo genoma diploide
con 12 coppie di cromosomi e un genoma di dimensioni relativamente ridotte (950
Mbp) (Michaelson et al., 1991), che codifica circa 35.000 geni. Inoltre, ha tempi di
generazione brevi, tecnologie di trasformazione efficienti e numerose risorse
genetiche e genomiche gia disponibili (Barone et al., 2008). Oltre alla specie
coltivata (Solanum lycopersicum L.), esistono altre specie selvatiche affini, tra cui
Solanum arcanum, Solanum cheesmaniae, Solanum corneliomulleri, Solanum
galapagense, Solanum huaylasense, Solanum pimpinellifolium, Solanum
chmielewskii, Solanum chilense, Solanum neorickii, Solanum peruvianum,
Solanum habrochaites, e Solanum pennellii (Ercolano et al., 2021; Peralta et al.,
2005; Peralta & Spooner, 2000).

Il processo di domesticazione e la selezione delle varieta commerciali, a cui si e
aggiunto negli anni il miglioramento genetico, hanno permesso di ottenere genotipi

con un’elevata resa e un aumento delle dimensioni della bacca di pomodoro. Di



conseguenza si ¢ ridotto la variabilitd genetica con un’influenza negativa sulle
proprieta nutraceutiche, sulla qualita commerciale e organolettica del frutto (Bertin
& Génard, 2018). Oggi per migliorare le varieta coltivate e recuperare la variabilita
genetica si stanno utilizzando le specie selvatiche. Attraverso incroci interspecifici
tra il pomodoro coltivato e le specie selvatiche, si sono ottenute le linee
d’introgressione (IL) (Eshed & Zamir, 1995). Queste linee rappresentano potenti
risorse genetiche utili per studiare i meccanismi molecolari e a rilevare alleli

selvatici favorevoli per il miglioramento genetico del pomodoro coltivato.

Figura 1.2. Differenza in forma, dimensione e colore della bacca di pomodoro.

1.2 Acido ascorbico: produzione e accumulo in

pomodoro

Il pomodoro ¢ un’importante fonte di antiossidanti e, in particolare, di acido
ascorbico (AsA), noto anche come vitamina C o acido L-ascorbico. L’ AsA ¢ uno
dei piu importanti composti antiossidanti per le piante e anche per I’'uomo che non
e in grado di sintetizzarlo. Infatti, I’ascorbato di origine vegetale ¢ la principale
fonte di vitamina C nella dieta umana.

Molti studi hanno confermato che queste molecole antiossidanti sono associate
a un ridotto rischio di cancro, inflammazione e malattie cardiovascolari (Francesca
et al., 2020). Nella pianta, I’acido ascorbico funge da cofattore per molti enzimi e



da regolatore della divisione e della crescita cellulare, nonché nella trasduzione del
segnale (Gallie, 2013).

La biosintesi di AsA nelle piante superiori é stata identificata di recente (Wheeler
et al., 1998) e avviene nei mitocondri attraverso diverse vie identificate (Akram et
al., 2017) (Figura 1.3). Il pathway biosintetico piu frequentemente osservato per la
sintesi della vitamina C coinvolge forme attivate degli zuccheri GDP-D-mannosio,
GDP-L-galattosio and L-galattosio ed infine il composto L-galactono-1,4-lactone
che ¢ convertito a L-acido ascorbico (Valpuesta & Botella, 2004; Wheeler et al.,
1998; Wolucka et al., 2005).

La via principale identificata & quella del D-mannosio/L-galattosio (Wheeler et
al., 1998). In questa via, il D-glucosio viene convertito in D-glucosio-6-fosfato
dall'enzima esochinasi. Il D-glucosio-6-fosfato formato viene poi convertito in
GDP-D-mannosio attraverso un processo reversibile in quattro fasi catalizzato dagli
enzimi fosfogluco-isomerasi, mannosio 6-fosfato isomerasi, fosfomannosio mutasi
e GDP-D-mannosio fosforilasi, rispettivamente (Akram et al., 2017). La seconda
fase principale prevede la conversione del GDP-D-mannosio in GDP-L-galattosio
In seguito a tre reazioni catalizzate successivamente dagli enzimi GDP-D-mannosio
3',5'-epimerasi, GDP-L-galattosio fosforilasi e L-galattosio 1-P fosfatasi. Il GDP-
L-galattosio viene successivamente convertito in L-galattosio dall'azione
dell'enzima L-galattosio deidrogenasi e infine in L-galattono-1, 4-lattone,
precursore finale dell’AsA. Infine, I'acido ascorbico si forma dal L-galattone-1,4-
lattone in una reazione enzimatica catalizzata dalla L-galattone-1,4-lattone
deidrogenasi (Akram et al., 2017).

La seconda via identificata prevede la degradazione delle pectine della parete
cellulare, che porta alla formazione di metil-galatturonato che viene convertito in
L-galattonato attraverso due reazioni catalizzate dalla pectin metil esterasi e dalla
D-galatturonato reduttasi. In seguito, l'enzima aldono-lattonasi catalizza la
conversione dell’'L-galattonato in L-galattono-1, 4-lattone e viene infine utilizzato
nella sintesi dell'ascorbato (Smirnoff et al., 2001).

La terza via prevede la conversione del GDP-D-mannosio in GDP-L-gulosio e
la successiva formazione di L-gulono-1, 4-lattone tramite L-gulosio (Wolucka &

Montagu, 2003). Si tratta di una via simile a quella primaria che parte dal glucosio,



ma questa via si dirama dal GDP-D-mannosio. Da qui, il GDP-D-mannosio viene
convertito in L-gulosio in tre reazioni catalizzate rispettivamente da GDP-D-
mannosio-3’, 5’-epimerasi, GDP-L-gulosio-1-P-fosfatasi e L-gulosio-1-P-fosfatasi.
A questo punto, l'enzima L-gulono-1, 4-lattone deidrogenasi catalizza la
conversione di L-gulosio in L-gulono-1, 4-lattone, che viene infine convertito in
AsA (Smirnoff et al., 2001).

In una quarta via, I'ascorbato € sintetizzato a partire dal mioinositolo. In breve,
il mioinositolo viene convertito in L-gulono-1, 4-lattone attraverso tre reazioni
catalizzate da una mioinositolo ossigenasi, una glucuronato reduttasi e una aldono-
lattonasi (Valpuesta & Botella, 2004). Il gulono-1, 4-lattone viene infine utilizzato
nella sintesi dell'ascorbato (Smirnoff et al., 2001).

La European food safety authority raccomanda un fabbisogno medio (AR) di 90
mg di vitamina C al giorno per gli uomini e di 80 mg per le donne (EFSA, 2022).
Come scritto in precedenza, ’'uomo non ¢ in grado di sintetizzare la vitamina C e
deve incorporarla con la dieta.

Abushita et al. (2000) hanno riportato un contenuto di vitamina C compreso tra 15
e 21 mg/100 g FW nei pomodori da insalata coltivati in campo e un valore medio
di 19 mg/100 g FW nei pomodori da industria. Ruggieri et al. (2016) hanno invece
registrato valori di AsA compresi tra 10 e 40 mg/100 g di FW nelle varieta
commerciali. Data ’importanza dell’acido ascorbico e il vasto utilizzo del
pomodoro nella dieta mediterranea € molto importante migliorare le qualita
nutrizionali del frutto e quindi procedere con la sua biofortificazione con 1’utilizzo

delle piu moderne tecniche di genome editing.
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Figura 1.3. Vie biosintetiche alternative dell'’AsA nelle piante. Vie biosintetiche proposte negli
animali (reazioni 1-8) e nelle piante (reazioni 9-24). Le frecce rosse indicano le attivita enzimatiche
delle nuove vie che portano alla biosintesi di vitamina C. Gli enzimi che catalizzano le reazioni sono:

1, fosfoglucomutasi; 2, UDP-glucosio

pirofosforilasi;

3, UDP-glucosio deidrogenasi; 4,

glucuronato-1-fosfato uridiletransferasi; 5, glucuronato chinasi; 6, glucuronato reduttasi; 7,
aldonolattonasi; 8, gulono-1,4-lattone deidrogenasi; 9, glucosio-6-fosfato isomerasi; 10, mannosio-
6-fosfato isomerasi; 11, fosfomannomutasi 12, GDP-mannosio pirofosforilasi (mannosio-1-fosfato
guanilitransferasi); 13, GDP-mannosio-3',5-epimerasi; 14, fosfodiesterasi; 15, zucchero fosfatasi;
16, L-galattosio deidrogenasi; 17, L-galattono-1,4-lattone deidrogenasi; 18, metilesterasi; 19, D-
galatturonato reduttasi; 20, aldono-lattonasi; 21, fosfodiesterasi; 22, zucchero fosfatasi; 23, L-
gulosio deidrogenasi; 24, mioinositolo ossigenasi (Valpuesta & Botella, 2004).



1.3 Biofortificazione

Negli ultimi anni, la biofortificazione delle colture ha dato un enorme contributo
alla comprensione del rapporto tra dieta e salute.

Molti prodotti alimentari non solo forniscono le calorie e i nutrimenti necessari
al corpo umano, ma anche molti benefici per la salute (Singh et al., 2016). Il
pomodoro € uno di questi alimenti il cui ruolo protettivo per I'uomo contro varie
malattie degenerative € noto in tutto il mondo. Questa azione protettiva é attribuita
a componenti antiossidanti come carotenoidi, fenoli e vitamine (tra cui 1’acido
ascorbico), nonché alle interazioni sinergiche tra di essi (H. Li et al., 2013; Maiani
et al., 2009; Martinez-Valverde et al., 2002; Raiola et al., 2014). Questi costituenti
bioattivi hanno attivita antiossidanti, antinfiammatorie e riducono il rischio di
cancro e malattie cardiovascolari (Feng et al., 2010; Polivkova et al., 2010; Rafi et
al., 2007; Scolastici et al., 2007, 2008). Molti studi recenti hanno indagato il ruolo
degli antiossidanti e hanno confermato che possono anche contrastare gli effetti
nocivi delle specie reattive dell'ossigeno (ROS) (Halliwell & Cross, 1994; Rao &
Rao, 2007). I ROS possono essere generati dalla normale attivita metabolica e da
fattori legati allo stile di vita e sono la causa di diverse malattie croniche.

Questi risultati hanno spinto molti ricercatori a trovare nuovi modi per ottenere
genotipi di pomodoro biofortificati con livelli potenziati di fitonutrienti come per
esempio 1’acido ascorbico.

Come descritto di seguito, i tentativi di creare nuove linee di pomodoro con geni
per l'accumulo di nutrienti possono essere realizzati sfruttando le linee

d’introgressione e le nuove tecniche di editing come la tecnica CRISPR/Cas9.

1.3.1 Le linee d’introgressione

Le varieta di pomodoro commerciali utilizzate oggi sono il risultato di diversi
cicli di domesticazione e di intense attivita di breeding, motivo per cui alcuni tratti
agronomicamente importanti sono andati persi (Blanca et al., 2015). Questi eventi
di domesticazione da un lato hanno permesso di selezionare il pomodoro per la sua
resa e il suo adattamento, dall'altro questa attivita di selezione ha portato

all'erosione della variabilita genetica e quindi alla perdita di fonti di variabilita. La



diversita genetica puo essere recuperata dalle specie selvatiche (Viguez-Zamora et
al., 2013). La variabilita genetica presente dei parentali selvatici € una potenziale
fonte di alleli benefici inutilizzati, che il processo di domesticazione e il lavoro di
miglioramento genetico degli anni passati hanno progressivamente eliminato (Li et
al., 2018). Quindi le specie selvatiche di Solanum sono utili come fonte per il
miglioramento del pomodoro (Bradeen, 2021) in particolare per la qualita dei
frutti.

La variabilita genetica di alcune di queste specie selvatiche & stata sfruttata per
ottenere linee di introgressione (IL) che rappresentano uno strumento molto utile
per identificare i geni coinvolti nella regolazione dei guantitative trait loci (QTL),
agevolando cosi l'identificazione di alleli selvatici favorevoli che controllano i
caratteri agronomicamente interessanti.

Le linee di introgressione, un insieme di linee quasi isogeniche sviluppate
attraverso una successione di reincroci (Lippman et al., 2007), contengono un
segmento cromosomico omozigote del genoma selvatico, definito da marcatori
molecolari, nel background genetico della varieta coltivata e, nel loro insieme,
rappresentano una libreria genomica della specie selvatica (Eshed & Zamir, 1994).
Queste popolazioni IL sono state ottenute da diverse specie di pomodoro selvatico,
come Solanum pennellii, Solanum lycopersicoides (Canady et al., 2005) Solanum
habrochaites, Solanum neorickii, Solanum pimpinellifolium (Fridman et al., 2004),
Solanum sitiens (Pertuzé et al., 2003), Solanum peruvianum (Yates et al., 2004),
Solanum chmielewskii (Frary et al., 2003) and Solanum cheesmaniae (Robert et al.,
2001).

Molti studi si sono concentrati su S. pennellii, una specie selvatica del Sud
America, considerata un importante donatore di germoplasma per il pomodoro
coltivato (Bolger et al., 2014). La piccola specie a frutto verde del deserto Solanum
pennellii & un lontano parente di S. lycopersicum che, in risposta all'habitat
desertico, ha sviluppato adattamenti unici in termini di morfologia, sistema di
accoppiamento, chimica e stress biotico/abiotico. Nonostante queste specificita, e
sessualmente compatibile e produce ibridi fertili con S. lycopersicum. Per questi
motivi € stato scelto come genitore donatore da cui ha avuto origine la prima

popolazione di linee di introgressione (Alseekh et al., 2013; Lippman et al., 2007).



La popolazione IL di S. pennellii, disponibile pubblicamente dal 1995,
comprende attualmente un nucleo di 76 linee di introgressione. Le linee
d’introgressione di S. pennellii sono state ottenute incrociando S. pennellii con la
varieta coltivata di S. lycopersicum M82 (Eshed & Zamir, 1995), in cui i segmenti
genomici definiti del genoma di S. pennellii hanno sostituito le regioni omologhe
nel background di S. lycopersicum (cultivar M82) (Caruso et al., 2016). Di
conseguenza, questa popolazione di IL € la piu sfruttata per studi genetici e
molecolari (Causse et al., 2004). E stata utilizzata per identificare un certo numero
(piu di 3000) di QTL che influenzano la morfologia, la tolleranza agli stress, la resa
delle piante, il colore dei frutti e il metabolismo (Alseekh et al., 2013; Krause et al.,
2018; Lippman et al., 2007), poiché qualsiasi differenza fenotipica tra una linea di
introgressione e la linea parentale ricorrente € attribuita esclusivamente ai geni
all'interno del segmento cromosomico introgresso (Lippman et al., 2007).

Negli ultimi anni, in molti laboratori queste linee di introgressione di S.
pennellii sono state utilizzate per identificare i geni e gli alleli che controllano la
produzione e l'accumulo di antiossidanti nei frutti di pomodoro e per produrre
materiale genetico superiore con quantita maggiori di molecole antiossidanti
(Gurbuz Colak et al., 2020) tra cui la vitamina E (Almeida et al., 2011; Quadrana
etal., 2014), la vitamina C (Calafiore et al., 2016; Di Matteo et al., 2010; Rigano et
al., 2014; Sacco et al., 2013; Stevens et al., 2007), i carotenoidi (Calafiore et al.,
2016), i flavonoidi e gli acidi fenolici (Alseekh et al., 2015, 2017; Di Matteo et al.,
2013; Minutolo et al., 2013; Rigano et al., 2014; Rousseaux et al., 2005; Sacco et
al.,, 2013), e aumentare Dattivitd antiossidante totale (Rigano et al., 2014;
Rousseaux et al., 2005).

Il problema principale nell'analisi dei QTL € la mancanza di una sufficiente
risoluzione di mappatura, nonostante gli studi di associazione genome-wide
(GWAS) e l'adozione della genotipizzazione, tramite sequenziamento. Una
possibile soluzione a questa mancanza di risoluzione é stato il backcross delle 76
IL di S. pennellii oggi disponibili con il genotipo S. lycopersicum cv. M82 per
generare sublinee e definire meglio i fattori genetici alla base dei caratteri di
interesse. Attualmente sono state ottenute 285 sublinee di S. pennellii con piccoli

frammenti introgressi dal genitore donatore. Per definire meglio le regioni
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introgresse in queste sublinee sono stati utilizzati marcatori come ad esempio i
Conserved Ortholog Set Il (COSII), i Simple Sequence Repeats (SSR) e altri
marcatori (Alseekh et al., 2013).

Recentemente, presso il nostro laboratorio di genomica strutturale e funzionale
del Dipartimento di Agraria dell'Universita di Napoli Federico Il, abbiamo
identificato sette sublinee (genotipi codificati da R176 a R182) della IL di S.
pennellii (IL 7-3) che portavano porzioni ridotte del genoma selvatico rispetto a
IL7-3 sullo stesso cromosoma e che mostravano diversi livelli di antiossidanti e
°Brix nei frutti (Figura 1.4). In particolare una sublinea (codificata R182) ha
mostrato caratteristiche qualitative dei frutti significativamente superiori rispetto al
genotipo M82 in diversi campi sperimentali e in anni diversi (Calafiore et al., 2016).
La sublinea R182 ha sempre mostrato un livello di resa paragonabile a quello di
M82, superando cosi di gran lunga la bassa resa sempre riscontrata nella linea

parentale I1L7-3.

M82
IL7-3
R182
R176
R178
R201
R202
R181
R179

I Homozygous wild type allele (S. pennellii) I Homozygous cultivar allele (M82)

Figura 1.4. Dimensione e identita genomica delle sette sublinee della linea d'introgressione 7-3 di
S. pennellii (Calafiore et al, 2016).

Un gruppo di marcatori molecolari specie-specifici € stato utilizzato su R182 e
sui genotipi parentali per definire meglio le regioni genomiche selvatiche presenti
nella sublinea R182. In Aliberti et al. (2020) mediante un’analisi di RNA-Seq e con
I’'uso di otto marcatoti specie-specifici, gli autori sono riusciti a ricostruire la
regione introgressa di R182 e hanno dimostrato che 39 geni selvatici avevano
sostituito 33 geni di S. lycopersicum cv. M82 (Figura 1.5). In particolare, gli autori

hanno scoperto che un frammento di 394 Kbp comprendente 33 geni



S. lycopersicum (da Solyc079g047990 a Solyc079g049310) e stato sostituito da due
segmenti di 284 Kbp e 164 Kbp di cui 23 (da Sopen07g024420 a Sopen079024640)
e 16 (da Sopen07g025130 a Sopen07g025280) geni S. pennellii, rispettivamente.
Un ulteriore confronto tra le linee parentali ha dimostrato una traslocazione del
secondo segmento selvatico (comprendente 16 geni), che era incorporato nella

prima regione con 23 geni selvatici (Aliberti et al., 2020).

S. pennellii S. lycopersicum Reconstructed
(donor) (background) sub-line R182
Introgressed Replaced Functional
/
~~~~~~~~~ / Gomar famiy prote
23 genes 3
P E
z x“:: 92318
Bz |eoe
. bade Soyc07g028110
S\ — Solyc07g0L5120
. / - Soiyc075049120
S 4 Sohc07g049130
T —— "
.'/ .'/ -------- Sonc07g025135
// '.‘\ Sorpc075049150
/ / \ Soiyc07g049160
g I\
/7 \\ S0yc07g0L9180
/,' / \ \-. S04yc07g045190
!/ / \\
/ / 1\
/l / '\ 500075049200
// \ \ Soiyc07g089210
/ / \ A Soc0Tg0e9215
/ \\ o
/' / 1\ Sepentogo2s280(+) So\yc07g045230
Fi 4 '\ \ Sepen0?g025250
P4 § \ ‘ SopenlTg025260 Solc07g085280* ¢
// | | sepencrgoas20 Soyc0Tg0N9280° ¢
y / |\ Sepen07g025280 (+) Soyc07g09250
16 genes // '\ Sopen0 g0 4590 serna threcnine prote n
164 Knp / | Sepen07g020600 SOVCOTEOII0  RNA-binding (RAM/RSO, ama
/ \ Sepentrgo2e610 SoVcOTg0200  Pyrophosphat . 3
\ Sepen07g024620 SOWOTGOI0  Mager facikrator supertamiy proten
| Sopen07g024630 Soyc07g045300  pycosyl hydrolaze 983 (GHSSE)
| Sopen0Ig28640 (+/-)  SoWcOTEOL9310  Major faciktator superfamiy protem

Figura 1.5. Ricostruzione della regione selvatica introgressa in R182 mediante analisi sintenica
della porzione genomica del cromosoma 7 tra S. pennellii e S. lycopersicum (Aliberti et al., 2020).

Tratutti i geni mappati nella regione introgressa di R182, in Aliberti et al. (2020)
gli  autori  hanno  focalizzato la  loro  attenzione sul  gene
Solyc07g049310/Sopen07g024640. Questo gene, che codifica per una proteina di
membrana Major Facilitator Superfamily (MFS), era gia stato proposto come gene
candidato (Calafiore et al., 2019) che potrebbe svolgere un ruolo indiretto nella
biosintesi e nell'accumulo di AsA, modulando la quantita di precursori di AsA.
Infatti, la MFS sono proteine coinvolte nell'importazione o nell'esportazione di
zuccheri che sono precursori della biosintesi dell’acido ascorbico (Reuscher et al.,
2014). Le analisi di RNA-Seq hanno confermato che il gene MFS e sovraespresso

in R182. Inoltre, gli autori dello stesso lavoro hanno anche evidenziato che questo
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gene, che si trova a valle della regione d’introgressione, ha una sequenza chimerica
che combina le caratteristiche geniche dell'allele S. pennellii con la restante 3'UTR
di S. lycopersicum (Figura 1.6). Questo cambiamento/ricombinazione della 3'UTR
potrebbe essere responsabile dell'alterato livello di espressione del gene
Solyc07g049310 (Srivastava et al., 2018).

S. pennellii S. lycopersicum
r R 1

& T £ # -

Sopen(72024640/Solyc072049310 el
Major facilitator superfamily protein —

CCCTTOMGAGAT TAAMM T GTCACTAMT COCANATT
o AAN

TTTTATTTCAT
TTTTATTTCATTT

TATATTCT TGRAGCAN

Figura 1.6. Multi-allineamento dell'ultimo esone di Sopen07g024640, dell'ortologo
Solyc07g049310 e della sequenza ricombinata in R182. L'evento di ricombinazione si é verificato
tra il rettangolo verde che mostra l'ultima variante di S. pennellii del gene R182 e i rettangoli rossi
che mostrano le varianti di S. lycopersicum del gene R182. La freccia blu indica la posizione in cui
inizia la 3' Untranslated Region (UTR) (Aliberti et al., 2020).

In un lavoro precedente (Calafiore et al., 2016), gli autori hanno inoltre
evidenziato la presenza a valle della regione introgressa di R182 del gene

Solyc07g049320 che codifica per una Nucleobase Ascorbate Transporter (NAT),
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presumibilmente coinvolto nell’accumulo di AsA perché potrebbe avere un ruolo
nel trasporto di AsA tra i diversi compartimenti intracellulari (Calafiore et al.,
2016).

La funzione e i meccanismi d'azione di questi geni sono stati validati in questa
tesi di dottorato attraverso approcci genomici funzionali utilizzando la tecnica
CRISPR/Cas9 per produrre mutanti knock-out in collaborazione con il Centro
Ricerche Metapontum Agrobios — Agenzia Lucana per lo Sviluppo e I’Innovazione
in Agricoltura (ALSIA).

1.3.2 11 genome editing

Negli ultimi anni si & visto un incredibile sviluppo delle tecnologie volte allo
studio di geni di interesse e al miglioramento genetico delle piante. I metodi di
miglioramento genetico classico si basano su ibridazioni, su incroci intra- e
interspecifici. Questi strumenti risultano pero essere di difficile replicazione; essi,
inoltre, causano riarrangiamenti cromosomici e mutazioni indesiderate (Ma et al.,
2016). Un ausilio alle tecniche di miglioramento genetico classico & dato dai
marcatori molecolari. | marcatori molecolari identificano variazioni della sequenza
nucleotidica (polimorfismo del DNA) presenti in un genoma. La posizione dei
marcatori sui cromosomi € nota e questo permette di utilizzarli come punto di
riferimento per stabilire la posizione dei geni lungo i cromosomi. Cio permette la
costruzione di mappe molecolari che offrono la possibilita di individuare marcatori
molecolari strettamente associati ai geni di interesse permettendo di seguire la
segregazione dei geni stessi (Lorenzetti et al., 2018). L’ingegneria genetica
differisce dai precedenti approcci perché si basa su tecniche di manipolazione
genomica e non piu sulla selezione dei caratteri ereditabili; inoltre, si compone di
diverse tecniche, tra cui il genome editing con il quale & possibile inserire,
rimuovere e modificare il DNA nel genoma degli organismi viventi. Questa
manipolazione permette di modificare in modo specifico il genoma delle piante e si
esplica attraverso 1’'uso di nucleasi sequenza-specifiche (Sequence specific
nucleases, SSNs), cio¢ “forbici” molecolari capaci di effettuare rotture su entrambi
i filamenti di DNA (DSBs) nel punto di interesse del genoma (W. Chen et al., 2014;
Podevin et al., 2013). Le DSBs vengono sottoposte all’attivita di meccanismi di
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riparo cellulari naturali, che possono intervenire in modi diversi. | due principali
sistemi di riparazione del DNA possono intervenire per giunzione di estremita non
omologhe (non-homologous end-joining, NHEJ) oppure mediante ricombinazione
omologa (homology-directed repair, HR) (Ye et al., 2018) (Figura 1.7). L’NHEJ ¢
un meccanismo molto rapido ed efficiente, ma impreciso, nel quale il filamento leso
viene ricongiunto nel punto di taglio, ma alcuni nucleotidi possono essere
erroneamente inseriti o escissi €, nel caso in cui la rottura del DNA avvenga in una
regione codificante, la riparazione pud determinare una mutazione di quel gene,
causando knock-out genico (Bortesi & Fischer, 2015). L’HR, invece, ¢ un
meccanismo differente, utilizza il cromatidio fratello come stampo per la
riparazione del DNA leso. Nello specifico, un complesso proteico costituito da
diversi fattori individua la rottura, i due filamenti danneggiati di DNA vengono
divisi e appaiati sulle sequenze omologhe del cromatidio fratello, le quali
fungeranno da stampo per la riparazione.
I N

BT “[ R ]

no donor DNA + donor DNA + donor DNA + donor DNA
[ ] | S— | /— S —————— [e——— _
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+uu= + cem— e —
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Figura 1.7. Meccanismo di riparazione nell'editing del genoma usando due diversi approcci: NHEJ,
(non-homologous end-joining) e HR (homology-directed repair) (Bortesi & Fischer, 2015).

Fino al 2013, gli strumenti di modifica del genoma erano le nucleasi Zinc (ZFNs)
e Transcription activator-like effector (TALEN). Le prime SSN ad essere utilizzate
per strategie di editing genetico sono state le nucleasi a dita di zinco (ZFN)
(Bibikova et al., 2003), questi sono enzimi di restrizione costituiti da due elementi
fondamentali: il dominio di legame al DNA ed il dominio di scissione del DNA
(Figura 1.8). Il primo dominio é costituito da 3-6 motivi a dita di zinco ognuno dei

quali & in grado di riconoscere una sequenza di 3 bp. Il secondo é rappresentato da
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una endonucleasi chiamata Fokl, proveniente da Flavobacterium okeanokoites, che
riconosce una sequenza non palindroma e taglia dalle 9 alle 13 bp a valle della
sequenza target. Fokl per poter svolgere la sua funzione deve dimerizzare, quindi
sono necessari due monomeri ZFNs affinché venga prodotta una rottura sulla
doppia elica del DNA, al quale seguono i processi di riparazione HR o HNEJ;
quest’ultimo, piu frequente negli organismi vegetali, pud portare alla
manifestazione di fenomeni di silenziamento genico (gene knock-out) (Petolino,

2015). Successivamente al DSB e possibile introdurre DNA esogeno.

G-rich  Correct finger Appropriate linkers Orientation
target overlap 5-7-bp gap N-C:3'-5

Specificity,
affinity,
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Improved Fokl mutants

Precision of cleavage site

Number of fingers

Figura 1.8. Meccanismo di riconoscimento delle ZFN (Isalan, 2012).

A causa della difficolta di costruzione e all’elevato costo, le ZFN sono state
sostituite in poco tempo dalle TALEN (Boch et al., 2009) anch’esse costituite da
due domini proteici. Il primo & il dominio di legame al DNA e deriva da patogeni
del genere Xanthomonas capaci di rilasciare nell’ospite la proteina TALE, la quale
attiva 1’espressione di geni che promuovano I’infezione batterica. La TALE e
costituita da un monomero di 33-35 amminoacidi ripetuto dalle 13 alle 28 volte; di
fatto, la sequenza amminoacidica € molto conservata ad eccezione dei residui
amminoacidici 12 e 13 chiamati RVDs (repeat variable di-residues) necessari per
il riconoscimento specifico del DNA. Il secondo dominio € rappresentato dalla
endonucleasi Fokl che dimerizzando (Figura 1.9) provocano la rottura della doppia
elica. Sebbene le TALEN risultino piu facili nell’utilizzo rispetto alle ZFN, la
disponibilita limitata di siti target nel genoma, la percentuale di off-target elevata
ed 1 costi eccessivi ne hanno limitato 1’utilizzo nel tempo, soprattutto a seguito
dell’avvento del CRISPR/Cas9.
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Figura 1.9. a) Struttura TALEN, in dettaglio la descrizione di RVD; b) Meccanismo di
riconoscimento e taglio di TALEN (Raikwar et al., 2016).

Il sistema CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats) con la proteina associata Cas9 (CRISPR Associated Protein) é definito
come una sorta di sistema immunitario batterico.

Tale sistema é stato ingegnerizzato a partire dal sistema CRISPR di tipo 1l dal
batterio Streptococcus pyogenes (Jinek et al., 2012). Il sistema immunitario dei
batteri, a seguito dell’esposizione di elementi genetici invasivi di batteriofagi o
plasmidi, & capace di integrare piccoli frammenti del DNA esogeno nel proprio
genoma (Figura 1.10). Se il batterio viene attaccato una seconda volta dallo stesso
endoparassita, questi frammenti verranno utilizzati per riconoscere dei siti specifici
del genoma dell’invasore, definiti PAM (Protospacer Adjacent Motif), per poi
poterlo distruggere (Barrangou, 2015). Nel dettaglio, nella prima fase definita
adattativa, il DNA esogeno entra nel batterio, i suoi frammenti vengono integrati
all’interno delle sequenze CRISPR del genoma dell’ospite sottoforma di spacer. La
fase successiva € quella di formare ’RNA guida capace di riconoscere il genoma
invasore: numerosi precursori a RNA (pre-crRNA) vengono trascritti dal modulo
CRISPR e successivamente tagliati dalle proteine Cas per ottenere frammenti di
crRNA (Wiedenheft et al., 2012).
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Figura 1.10. Meccanismo CRISPR/Cas9 di tipo Il in batterio (https://international.neb.com).

Il crRNA subisce un processo di maturazione strutturale che legando un trans
activating crRNA (tracrRNA) va a formare una struttura secondaria a forcina.
Questa struttura (tracrRNA + crRNA) unendosi con la Cas9, si dirigera verso il
riconoscimento ed il taglio del DNA esogeno (Barrangou, 2015; Jiang & Doudna,
2017). A differenza dei sistemi I e Il che richiedono la formazione di un ampio
complesso di proteine Cas per processare il DNA esogeno, il vantaggio di utilizzare
un sistema CRISPR di tipo 1l & che & necessaria una sola proteina Cas, detta Cas9.
Per I’utilizzo di questo sistema nell’ingegneria genetica, ¢ stato costruito un singolo
RNA guida chimerico (sgRNA), complementare ad una specifica sequenza target
di DNA, che assieme all’attivita endonucleasica della Cas9 va ad effettuare un
DSBs (Wu et al., 2014). L’estremita 5’ del sgRNA contiene una sequenza di 19
nucleotidi detta “spacer”, che ¢ complementare alla sequenza target del DNA,
mentre al 3’ ¢ presente la sequenza “scaffold” che legando la proteina Cas9 formera
il complesso Cas9/sgRNA (Figura 1.11).
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Figura 1.11. Formazione del complesso Cas9/sgRNA, riconoscimento della sequenza target e
rottura del doppio filamento (https://www.addgene.org).

Quando lo spacer si appaia alla sequenza target, i domini RuvC ed HNH della
Cas9 tagliano entrambi i filamenti di DNA, approssimativamente tre nucleotidi a
monte della sequenza PAM (Ma et al., 2016). 1l dominio RuvC taglia il filamento
non complementare, mentre il dominio HNH taglia il filamento di DNA
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complementare allo spacer. La rottura del doppio filamento risultante viene
solitamente riparata dal meccanismo di ricombinazione di estremita non omologhe,
a meno che non sia presente una sequenza donatrice omologa, causando mutazioni
nel sito target (Jinek et al., 2012; Liu et al., 2017).

Per aumentare I’efficienza di editing sono stati costruiti diversi vettori a
seconda dell’organismo da editare (Liang et al., 2014). Nelle piante, I’espressione
del sgRNA é regolata da promotori U3 od U6, mentre 1’espressione della Cas9 ¢
regolata da promotori costitutivi come 1’ubiquitina o CaMV 35S (Cauliflower
Mosaic Virus). Un esempio recente in patata € stato descritto da Johansen et al.
(2019). Mediante 1’utilizzo di promotori endogeni StU6, gli autori hanno ottenuto
in colture di protoplasti mutazioni in tutti e quattro gli alleli del gene codificante
I’amido sintetasi legata al granulo (GBSS). Non sono state individuate mutazioni
che divergessero anche di un’unica bp dalla sequenza guida utilizzata.

Un aspetto fondamentale da tenere presente € che per i metodi di
trasformazione genetica delle piante ed anche per il genome editing risultano essere
fondamentali le tecniche di colture in vitro di cellule, di tessuti e di organi della
pianta. Questo percheé saranno proprio le porzioni di pianta da allevare in vitro
(espianti) ad essere editate e da tali espianti potra poi essere rigenerata 1’intera
pianta che porti in maniera stabile le nuove caratteristiche volute e sia in grado di

trasferirle alle progenie.

1.4 Effetti del processo di trasformazione sulla
composizione chimica del pomodoro

Il pomodoro, come descritto precedentemente, ha molti effetti benefici sulla
salute umana ma i composti bioattivi devono essere bioaccessibili prima di
raggiungere i tessuti bersaglio dopo la digestione gastrointestinale. Diversi fattori,
come i metodi di lavorazione e conservazione, sono in grado di influenzare questi
composti. La biodisponibilita dei composti nutraceutici del pomodoro non e
generalmente influenzata dai comuni metodi di cottura casalinghi, il che lo rende
ancora piu vantaggioso per il consumo umano (Graziani et al., 2003; Sanchez-

Moreno et al., 2006). Oggi il consumo di pomodoro é ulteriormente aumentato
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grazie allo sviluppo di molti prodotti trasformati come zuppe, succhi, passate e
salse. E stato stimato che circa il 75% dei pomodori viene consumato in forma
trasformata. Di questi pomodori trasformati, il 35% é consumato come salse, il 18%
come concentrato di pomodoro, il 17% come pomodori in scatola, il 15% come
succhi e il 15% come ketchup (Raiola et al., 2014).

| prodotti trasformati possono mostrare una composizione molto diversa rispetto
al prodotto fresco. Ad esempio, durante il periodo di conservazione post-raccolta e
durante la preparazione e la cottura degli alimenti possono verificarsi perdite
significative di acido ascorbico. Cio & dovuto all'ossidazione e alla lisciviazione
nell'acqua utilizzata per la cottura. Inoltre, per ottenere questi prodotti trasformati
sono necessari diversi trattamenti termici e/o I'omogeneizzazione che possono
alterare la matrice cellulare dei pomodori, determinando la biodisponibilita di
diversi nutrienti. Per esempio Dewanto et al. (2002), Gahler et al. (2003) hanno
osservato una perdita di vitamina C nei pomodori trattati termicamente a 88 °C.
Mentre, dopo il trattamento termico a 88 °C per 2, 15 e 30 minuti, l'attivita
antiossidante totale e aumentata significativamente. Questo effetto potrebbe essere
spiegato dalla maggiore quantita di licopene, il principale fitochimico nei
pomodori. Seybold et al. (2004) hanno studiato il contenuto carotenoidi e vitamina
E in campioni di salsa di pomodoro, zuppa di pomodoro, fette di pomodoro al forno
e succo di pomodoro presi in diversi momenti di riscaldamento. La quantita di p-
carotene e diminuita o & rimasta stabile mentre il contenuto di a-tocoferolo e
aumentato significativamente durante il riscaldamento a breve termine.

Nel complesso, queste evidenze potrebbero avere un impatto significativo sulla
selezione degli alimenti da parte dei consumatori, aumentando la loro
consapevolezza dei benefici per la salute dei pomodori trasformati nella
prevenzione delle malattie croniche e dell'infiammazione.

Nel presente lavoro sono stati analizzati diversi sottoprodotti del pomodoro al
fine di valutare come il processo di trasformazione influenzi il contenuto di
carotenoidi, fenoli e vitamina C. In tal modo sara possibile ottimizzare tale processo

evitando quindi la perdita di questi principiali composti nutraceutici.
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1.5 Scopo della tesi

Le line d’introgressione di S. pennellii e le loro sublinee gia disponibili,
costituiscono un interessante materiale genetico per raggiungere nuovi risultati
nella selezione di genotipi superiori e per identificare geni candidati per aumentare
I’accumulo di acido ascorbico nel frutto maturo del pomodoro. L'obiettivo
principale della presente tesi € quello di aumentare le conoscenze relative
all'accumulo di questo metabolita nel frutto sfruttando le varie risorse genetiche e
genomiche oggi disponibili per la specie pomodoro.

In particolare, gli obiettivi specifici della presente tesi sono:

1. Caratterizzazione delle sublinee di S. pennellii IL7-3, portatrici di QTL
positivi per I'accumulo di acido ascorbico (AsA) nel frutto del pomodoro;

2. Caratterizzazione genotipica e fenotipica di mutanti knock-out ottenuti con
la tecnica di genome editing CRISPR/Cas9 per identificare i geni candidati
responsabili dell’accumulo di acido ascorbico (AsA) nei frutti di pomodoro;

3. Valutazione degli effetti del processo di trasformazione industriale sul

contenuto dei principali composti nutraceutici.
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2 Caratterizzazione di sublinee di S. pennellii

in S. lycopersicum




2.1 Materiale e metodi

2.1.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato nella presente ricerca include quattro sublinee di
pomodoro prodotte tramite reincrocio tra la linea di introgressione di Solanum
pennellii IL 7-3 e la specie coltivata Solanum lycopersicum, cultivar M82 (Calafiore
etal., 2016): R176, R178, R181 e R182. A queste ¢ stato aggiunto il controllo M82.
Il Tomato Genetics Resource Center (TGRC) ha gentilmente fornito i semi
(http://tgrc.ucdavis.edu/) di M82. Le sublinee sono state gentilmente fornite dal Dr.

Dani Zamir (Hebrew University, Israele).

2.1.2 Condizioni sperimentali

Con i suddetti genotipi sono state condotte due prove sperimentali in ambiente
controllato e in pieno campo. La germinazione dei semi di tutti i genotipi e stata
effettuata al buio, in piastre Petri contenenti uno strato di carta Whatman 3MM-
CHR (Whatman, Brentford, UK) inumidita. Alla comparsa della prima radichetta,
le plantule sono state trasferite in terriccio, disposto in contenitori alveolari di
polistirolo (con alveoli di 5 cm di diametro), ed allevate in camera di crescita per
tre settimane.

Per la prova in ambiente controllato le piante alla fine della terza settimana sono
state trasferite in vasi di plastica (11 cm di diametro, 9 cm di altezza) con substrato
commerciale ed allevate in ambiente controllato nelle serre dell'Universita di
Napoli "Federico 11" situate a Portici (Napoli, Italia) ad una temperatura costante di
24 °C, fotoperiodo di 16 h di luce e di 8 h di buio ad un’intensita luminosa di
140-106 uE m2 s, Per ogni genotipo (M82, R176, R178, R181 e R182) sono state
allevate 10 piante con un disegno completamente randomizzato.

La seconda prova sperimentale é stata condotta in pieno campo nella stagione
colturale 2020 in un campo sperimentale a Benevento (Campania) utilizzando solo
i genotipi M82 e R182. Sono state allevate 10 piante per replica con 3 repliche
biologiche per entrambi i genotipi, seguendo le tradizionali pratiche agronomiche

della zona.
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Per entrambe le prove sperimentali condotte i frutti di pomodoro sono stati
raccolti allo stadio di rosso maturo (MR). Successivamente, i semi sono stati
rimossi e i frutti sono stati macinati in azoto liquido con un frullatore (FRI150,
Fimar) fino a ottenere una polvere fine e conservati a -80 °C per le successive
analisi.

Per la prova sperimentale condotta in pieno campo, alla fine del ciclo colturale,
¢ stata condotta un’analisi dei principali indici biometrici. E stata misurata ’altezza
della pianta (cm), peso fresco della biomassa (g) e produttivita (kg/pt) di 6 piante
per i genotipi M82 e R182 nelle tre repliche biologiche.

2.1.3 Analisi qualitative del frutto

Per ogni genotipo e replica biologica, sono stati raccolti frutti allo stadio rosso
maturo per valutare il contenuto di solidi solubili, I'acidita titolabile, la consistenza
della polpa del frutto e il colore.

Contenuto solidi solubili. Una goccia di succo del campione é stata utilizzata per
la determinazione del contenuto di solidi solubili (°Brix), che e stata effettuata
tramite rifrattometro portatile digitale HI 96801 Hanna Instruments, uno strumento
che utilizza la misura dell’indice di rifrazione per determinare il contenuto
zuccherino (°Brix). Per ogni genotipo € stata considerata una media di 10
misurazioni.

Acidita titolabile. Tale saggio esprime la quantita di acidi liberi e salificati nella
soluzione in analisi, é stata determinata secondo il metodo standard 1SO 750:1998
(E), che prevede il prelievo di un volume noto di succo cellulare (5 g) ai quali
vengono aggiunti 60 mL di acqua demineralizzata. Servendosi di una buretta per
titolazione. Sono stati quindi annotati il numero di mL di soluzione NaOH 0,1 N
che sono serviti a raggiungere il valore soglia di pH 8 della soluzione composta dal
campione piu NaOH. Quindi si ¢ definita 1’acidita titolabile in grammi di acido
citrico per 100 mg di prodotto fresco.

Consistenza del frutto e colore. La consistenza e stata misurata utilizzando un
penetrometro PCE_PTR200 con un ago di superficie di 8 mm. Le misurazioni del
colore sono state eseguite sulla superficie dei pomodori, intorno alla regione

equatoriale. E stato utilizzato un analizzatore di colore tristimolo Konica Minolta
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modello CR-400a (Konica Minolta, Inc., Tokyo, Giappone), costituito da una testa
con un‘area di misurazione di 8 mm di diametro e un'illuminazione diffusa/0° di
visione. Il colorimetro é stato prima calibrato con una piastrella bianca e controllato
per ricalibrarlo tra una misurazione e l'altra. Le letture sono riportate nel sistema
L*, a*, b*.

Il colore dei frutti maturi € stato valutato utilizzando le coordinate dello spazio
di colore L*, il valore del grado di luminosita, a* e b*, ossia una misura del grado
di rossore o di verde e del grado di giallo o di blu, rispettivamente. Da questi
parametri si possono calcolare, per caratterizzare la tridimensionalita dei colori,
l'indicatore di sviluppo del colore (a*/b*), l'indice di maturazione ((a*)%/(b*)?) e il

valore Chroma ((a*)?+(b*)?)%®), una misura della saturazione del colore.

2.1.4 Determinazione del contenuto di acido ascorbico

L‘acido ascorbico (AsA) ¢ stato misurato usando il metodo colorimetrico
descritto da Stevens et al. (2006) con alcune modifiche riportate da Rigano et al.
(2014). Il saggio & basato sulla riduzione del Fe®* a Fe?* per mezzo dell‘AsA e sul
rilevamento spettrofotometrico del Fe?* complessato con il 2,2¢- dipiridile.

A 500 mg di campione congelato a -80 °C e ridotto in polvere sono stati aggiunti
300 ul di acido tricloroacetico (TCA) al 6% freddo in una Eppendorf da 2 ml. |
campioni sono stati vortexati per 10 secondi e lasciati in ghiaccio per 15 minuti.
Sono stati, quindi, centrifugati a 14000 rpm per 20 minuti a 4 °C.

Due differenti saggi sono stati eseguiti per la determinazione, rispettivamente,
dell’AsA totale e dell’ AsA ridotto.

Acido ascorbico ridotto. 20 pl di surnatante di ogni campione sono stati trasferiti
in un tubo Eppendorf da 1,5 ml con 20 ul di buffer fosfato 0,4 M (pH 7,4) e 10 pl
di acqua MilliQ. Poi sono stati aggiunti 80 pl di soluzione di reazione colorante
(CR). Questa soluzione ¢ stata preparata unendo la soluzione A [31% (w/v) H3zPO4
(acido fosforico), 4,6% (w/v) TCA e 0,6% (w/v) FeCls (cloruro ferrico)] con la
soluzione B [4% (w/v) 2,2’- dipiridile (in etanolo al 70%)].

Acido ascorbico totale. Venti microlitri di campione, 20 pl di ditiotreitolo 5 mM
in buffer fosfato 0,4 M (pH 7,4), sono stati aggiunti per ridurre l'ascorbato ossidato
e la miscela é stata incubata per 20 minuti a 37 °C. Sono stati aggiunti dieci
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microlitri di N-etil maleimmide (NEM; 0,5% (w/v) in acqua), mescolati e lasciati
per 1 minuto a temperatura ambiente. Sono stati aggiunti 80 ul di soluzione di
reazione colorante (CR) come precedentemente descritto per I'AsA ridotto.

Entrambe le miscele finali dei saggi di AsA ridotto e totale sono state incubate a
37 °C per 40 minuti e misurate a 525 nm con un NanoPhotometer™ (Implen,
Monaco, Germania) utilizzando come riferimento il TCA al 6%.

Sono state misurate tre repliche biologiche separate per ogni campione e tre
repliche tecniche per ogni ripetizione biologica. La concentrazione é stata espressa
in nmol di AsA secondo la curva standard, disegnata su un intervallo di 0-70 nmol;

quindi i valori sono stati convertiti in mg/100 g di peso fresco (FW).

2.1.5 Determinazione del contenuto di fenoli totali

La quantita di composti fenolici totali e stata determinata secondo la procedura
di Folin-Ciocalteu’s (Singleton & Rossi, 1965).

250 mg di tessuto macinato sono stati omogeneizzati in 1 mL di metanolo al 60%
in un mortaio con I’aiuto di un pestello. Gli estratti sono stati trasferiti in un tubo
Falcon da 15 mL e il volume é stato portato a 5 ml aggiungendo metanolo al 60%.

I campioni sono stati centrifugati a 14000 rpm per 15 minuti a 4 °C. In una
Eppendorf da 2 mL sono stati miscelati 62,5 ul di surnatante, 62,5 pl di reattivo di
Folin-Ciocalteu’s (Sigma, St. Louis, MO, USA), 250 ul di acqua deionizzata e
incubati per 6 minuti al buio; successivamente sono stati aggiunti 625 pl di
carbonato di sodio al 7,5% e 500 pl di acqua deionizzata. E seguita poi
un’incubazione di 90 minuti a temperatura ambiente al buio. L'assorbanza é stata
misurata a 760 nm con un NanoPhotometer™ (Implen, Monaco, Germania)
utilizzando come riferimento il metanolo al 60%. La concentrazione di fenoli totali
e stata espressa come mg GAE (acido gallico equivalente) /100 g di peso fresco
(FW). Per ogni campione sono state misurate tre repliche biologiche separate e per

ogni replica biologica sono state eseguite tre repliche tecniche.
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2.1.6 Determinazione del contenuto di carotenoidi e

tocoferoli

Metodo spettrofotometico. Il contenuto delle clorofille a e b e dei carotenoidi nei
frutti maturi di pomodoro coltivati in pieno campo é stato determinato mediante il
metodo riportato da Wellburn (1994) e Zouari et al. (2014) con modifiche di Rigano
et al. (2016).

500 mg di polvere di campione congelato sono stati estratti con 8 mL di
acetone/esano (40/60, v/v), con laiuto di un pestello. La miscela e stata agitata a
300 rpm per 20 minuti a temperatura ambiente e poi centrifugata a 5000 rpm per 5
minuti a 4 °C. Questa procedura é stata ripetuta fino al completo raggiungimento
dello sbiancamento dei tessuti utilizzati, raccogliendo il surnatante in un tubo
Falcon da 50 ml dopo ogni centrifugata. L’assorbanza di 1 ml del surnatante
estratto € stata misurata allo spettrofotometro NanoPhotometer™ (Implen, Monaco,
Germania), a lunghezze d’onda differenti: 470 nm per i carotenoidi, a 453, 505, 645
e 663 nm per il licopene e il B-carotene, usando acetone/esano come riferimento. |
carotenoidi totali, il licopene e il B-carotene sono stati determinati con I'equazione
riportata da Wellburn (1994). La concentrazione € stata espressa come mg/100 g di
peso fresco (FW). Tutte le repliche biologiche dei campioni sono state analizzate in
triplo.

Metodo HPLC. | carotenoidi dei frutti di pomodoro coltivati in ambiente
controllato sono stati estratti come descritto da Barja et al. (2021) e Ezquerro et al.
(2022) con alcune modifiche. A 15 mg di materiale liofilizzato sono stati aggiunti
985 ul di solvente di estrazione (esano-acetone-etanolo, 2:1:1) e 15 pl di
cantaxantina, un carotenoide non vegetale usato come standard interno. Vortexati
per 10 secondi, e successivamente lisato il tessuto per 1 minuto con Tissuelyser Il
(Qiagen) a 30 Hz. Sono stati aggiunti 100 ul di acqua, nuovamente lisati per 1
minuto a 30 Hz e centrifugati a 3000 rpm per 3 minuti a 4 °C. La fase organica e
stata trasferita in un tubo di 1,5 ml e il resto e stato riestratto aggiungendo 1 ml di
solvente di estrazione, ripetendo il passaggio nel Tissuelyser a 30 Hz e la
centrifugazione a 13000 rpm per 5 minuti a 4 °C. Le fasi organiche combinate sono

state essiccate con il sistema Speed Vacuum, risospese in 150 ul di acetone e passate
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attraverso un filtro di nylon da 0,2 um per la cromatografia liquida ad alte
prestazioni (HPLC). La separazione é stata effettuata con il sistema HPLC Water
Alliance 2695 Separations Module. | carotenoidi sono stati monitorati con un
rivelatore a serie di fotodiodi Waters 996, mentre i tocoferoli sono stati identificati
con il rivelatore a fluorescenza Waters 2475 Multi A. | dati sono stati raccolti e
analizzati con il software Waters Millennium. La quantificazione é stata effettuata

per confronto con gli standard commerciali.

2.1.7 Metaboliti primari

L'analisi dei metaboliti primari sui frutti coltivati in ambiente controllato é stata
effettuata con il metodo descritto da Roessner et al. (2000) mediante GC-MS
(gascromatografia — spettrometria di massa).

100 mg di polvere di pomodoro sono stati omogeneizzati con azoto liquido ed
estratti in 1400 pL di metanolo al 100% e 60 pL di standard interno (0,2 mg/ml di
ribitolo in acqua). La miscela é stata estratta per 15 minuti a 70 °C e centrifugata a
14000 rpm per 10 minuti a temperatura ambiente. Il surnatante (500 pl) € stato
trasferito in una nuova Eppendorf e sono stati aggiunti 250 ul di cloroformio
(CHCIs) e 500 pl di acqua. La miscela é stata agitata per 15 secondi e centrifugata
a 14000 rpm per 15 minuti a temperatura ambiente. Le aliquote del surnatante (150
ul) sono state essiccate per almeno 3 ore senza riscaldamento. Il residuo secco e
stato ridisciolto e derivatizzato per 2 ore a 37 °C (in 40 pl di 20 mg/ml di cloridrato
di metossiamina in piridina), seguito da un trattamento di 30 minuti a 37 °C con 70
ul di MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil]trifluoroacetamide) e 6 pl di una miscela
standard per il tempo di ritenzione (3,7% [w/v] acido eptanoico, 3,7% [w/v] acido
pelargonico, 3,7% [w/v] acido undecanoico, 3,7% [w/v] acido tridecanoico, 3,7%
[w/v] acido pentadecanoico, 7,4% [w/v] acido dodecanoico, 7,4% [w/v] acido
tricosilico, 22,2% [w/v] acido carbocerico e 55,5% [w/v] acido entriacontanoico
sciolto in 10 mg/mL tetraidrofurano).

Un volume di 2 pL di campione é stato iniettato in modalita splitless e split 1:10
in un gascromatografo 6890 N (Agilent Technologies Inc. Santa Clara, CA)
accoppiato a uno spettrometro di massa Pegasus4D TOF (LECO, St. Joseph, Ml).
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La gascromatografia € stata eseguita su una colonna BPX35 (30 m x 0,32 mm x
0,25 um) (SGE Analytical Science Pty Ltd., Australia) con elio come gas di
trasporto, flusso costante di 2 ml/min. I cromatogrammi e gli spettri di massa sono
stati valutati con il programma CHROMATOF (LECO, St. Joseph, MI). I metaboliti
sono stati identificati mediante confronto con una libreria personalizzata realizzata

con standard commerciali.

2.1.8 Analisi statistica

| dati raccolti sono stati analizzati mediante test parametrici ed utilizzando il
software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versione 28. E stata
effettuata 1‘analisi ANOVA ad una via e successivo test t di Student per effettuare
un confronto fra i genotipi. L'analisi dei metaboliti primari e stata eseguita con
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/), consultato il 13 dicembre
2022, per ottenere una heat map. La percentuale di variazione é stata calcolata
utilizzando la seguente formula:

Aumento o diminuzione (%) =
[(valore del genotipo testato — valore di M82) x valore di M821] x 100
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2.2 Risultati

Studi precedenti hanno permesso di identificare una sublinea R182, proveniente
dall’incrocio tra una linea di introgressione S. pennellii in S. lycopersicum (IL7-3,
accessione LA4102) con il genotipo coltivato M82 (accessione LA3475), che
mostrava tratti qualitativi e agronomici superiori (Calafiore et al., 2019).

In questo elaborato di tesi e stata effettuata una piu attenta caratterizzazione della
sublinea identificata per confermare le migliori performance del genotipo allevato
di pieno campo e in ambiente controllato. Analisi metabolomiche e biochimiche
sono state inoltre condotte su R182 e su altre tre sublinee provenienti dallo stesso
incrocio, per analizzare la qualita dei frutti e I’accumulo di antiossidanti e metaboliti

primari.

2.2.1 Analisi della sublinea R182 allevata in pieno campo

I genotipi R182 e M82 sono stati sottoposti ad una prova sperimentale in
condizione di pieno campo a Benevento in Campania per confrontare le prestazioni
della sublinea rispetto al proprio parentale.

Nella Tabella 2.1 sono riportati i valori medi dei parametri biometrici misurati.
In particolare, la produttivita per pianta e I’altezza sono risultate piu elevate in R182
rispetto al genotipo controllo M82, con un aumento rispettivamente del 28,96% e
dell'11,84%. Invece, nessuna differenza significativa e stata osservata nel parametro

peso fresco della biomassa.

Tabella 2.1. Parametri biometrici di M82 e R182 coltivate in pieno campo. | valori sono le medie
+SD (n = 9). Le differenze tra i due genotipi (M82 vs. R182) sono state valutate con il test t di
Student. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Genotipo Ma82 R182
Altezza (cm) 64,20 £ 7,07 71,80 £5,96 *
Peso fresco (g) 316,00 + 57,97 314,00 + 65,35
Resa (Kg/pt) 0,37 £ 0,06 0,48 +0,02 *

Per quanto concerne i parametri fisico-chimici, sono stati misurati: i solidi

solubili totali, ’acidita titolabile e la consistenza della polpa dei frutti rossi maturi
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per entrambi i genotipi. Il contenuto di solidi solubili totali dei frutti maturi del
genotipo parentale S. lycopersicum cv. M82 ha fatto registrare un valore medio di
5,60+0,39 °Brix, mentre la sublinea R182 presentava un valore medio
significativamente piu alto e pari a 7,54+0,38 °Brix (Tabella. 2.2). Analogamente
anche I’acidita titolabile aveva valori piu alti (+ 78,78%) nella sublinea R182
rispetto alla linea coltivata. Nessuna differenza in termini di consistenza del frutto
maturo é stata riscontrata tra il genotipo R182 e il genotipo parentale M82 (Tabella
2.2).

Tabella 2.2 Proprieta fisico chimiche dei frutti di M82 e R182 coltivati in pieno campo. | valori
sono le medie +SD (n = 9). Le differenze tra i due genotipi (M82 vs. R182) sono state valutate con
il test t di Student (*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001).

Genotipo Ma82 R182
Solidi solubili (°Brix) 5,60 £ 0,39 7,54 £ 0,38 ***
Acidita titolabile (g acido citrico/100 g FW) 0,33 +0,01 0,59 + 0,06 ***
Consistenza della polpa (Kg/cm?) 5,73+ 0,68 6,15 + 0,59

Altro aspetto valutato in pieno campo é stato il contenuto di antiossidanti e
composti bioattivi nei frutti della sublinea di S. pennellii e del genotipo controllo
M82. Queste analisi hanno permesso di evidenziare un accumulo
significativamente piu elevato di composti bioattivi, come gli antiossidanti lipofili
e idrofili, nella sublinea R182 rispetto M82. Le analisi ANOVA hanno confermato
il risultato ottenuto (Tabella S8.1).

Utilizzando metodi spettrofotometrici €& stato valutato il contenuto di
antiossidanti lipofili nei frutti raccolti delle piante allevate in pieno campo. Nel
confronto con il genotipo controllo M82, la sublinea R182 ha mostrato un aumento
del 29,68% del contenuto di carotenoidi, e un aumento del 30,69% e del 28,57%
del contenuto di licopene e B-carotene, rispettivamente (Tabella 2.3).

In maniera simile anche per la frazione idrofila della sublinea R182 é stato
evidenziato un generale incremento. In particolare, la sublinea ha mostrato un
aumento del 70% nella concentrazione media dei fenoli totali rispetto ai 39,71 mg
GAE/100 g FW della linea coltivata M82 (Figura 2.1).
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L’analisi della varianza (Tabella S8.1) abbinata al test t di Student ha consentito
di identificare anche una concentrazione di acido ascorbico significativamente
differente tra la sublinea R182 e il controllo M82. In particolare, € stato possibile
notare un incremento del 48,57% nella quota di acido ascorbico totale e del 40,10%
nella quota ridotta di acido ascorbico (Figura 2.1).

Tabella 2.3. Caratteristiche qualitative dei frutti di M82 e R182 coltivati in pieno campo. | valori
sono le medie £SD (n = 9). Le differenze tra i due genotipi (M82 vs. R182) sono state valutate con
il test t di Student (*p < 0,05; **p <0,01; ***p < 0,001).

Genotipo Ma82 R182
Carotenoidi totali (mg/100g FW) 16,44 + 1,83 21,32 £1,94 ***
Licopene (mg/100g FW) 1,01 £0,13 1,32 £ 0,13 ***
B-carotene (mg/100g FW) 0,14 + 0,01 0,18 + 0,01 ***
80 Jek
m M82 OR182
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Figura 2.1. Contenuto di acido ascorbico totale (AsA T.), acido ascorbico ridotto (AsA R.) e fenoli
totali dei frutti di M82 e R182 coltivati in pieno campo. Tutti sono espressi in mg 100 g FW. |
valori sono le medie = SE (n = 9). Gli asterischi indicano le differenze statistiche di R182 rispetto a
M82, valutate con il test t di Student (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

2.2.2 Analisi biochimiche e metabolomiche

Per una piu attenta caratterizzazione della qualita dei frutti di R182, é stata
effettuata una prova in ambiente controllato confrontando la stessa sublinea con

altre sublinee (R176, R178, R181) provenienti dal medesimo incrocio tra IL7-3
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(accessione LA4102) con il genotipo coltivato M82 (accessione LA3475) (Figura
2.2).

M82
IL7-3
R182

R176
R178
R181

I Homozygous wild type allele (S. pennellii) I Homozygous cultivar allele (M82)

Figura 2.2. Dimensione e identita genomica delle quattro sublinee della linea d'introgressione 7-3
di S. pennellii (Calafiore et al, 2016).

I frutti rossi maturi sono stati utilizzati per analisi qualitative e metabolomiche.
| primi parametri presi in esame sono state le principali proprieta fisico/chimiche
del frutto e il colore.

La sublinea R182 e la R176 hanno mostrato un contenuto piu alto di solidi
solubili rispetto alle altre sublinee testate, con un incremento del 26,31% e 25,79%,
rispettivamente, in confronto al parentale M82.

La consistenza del frutto maturo restava invariata tra il parentale M82 e la
sublinea R182. | genotipi R178, R181 e R182 hanno mostrato un decremento
significativo in termini di consistenza del frutto rispetto al parentale M82,
riportando, rispettivamente, un decremento pari al 36,95%, al 71,62% e al 20,49%
(Tabella 2.4).

L’indice di maturazione (misurato tramite colorimetro, ((a*)%(b*)?) ha
confermato che i frutti raccolti il medesimo giorno dalle diverse sublinee erano allo
stadio rosso maturo. Non sono state evidenziate differenze tra i diversi genotipi
analizzati tranne che per la sublinea R178 che ha presentato uno sviluppo del colore
(a*/b*) e un indice di maturazione significativamente inferiori rispetto al genotipo
controllo M82 (Tabella 2.4).
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Tabella 2.4. Proprieta fisico chimiche e colore dei frutti delle quattro sublinee e nella linea coltivata
M82. | valori sono le medie £SD. Le differenze tra i diversi genotipi sono state valutate con il test t
di Student (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Genotipo Ma82 R176 R178 R181 R182

Solidi solubili 4 24+038  533+1,21**  4,03%0,52 4,23+0,88  5,360,17%**
(°Brix)
Consistenza
della polpa 21,21+4,12  20,47+£3,00 13,38+3,60** 6,02+2,69*** 16,87+3,12*
(Kg/cm?)

L* 42,93+2,26  42,35+2,56 43,14+3,95 41,80+4,66 43,84+1,81

a* 31,42+2,56  29,48+2,30 29,80+1,81 29,46+4,96 34,73+1,94*

b* 32,86+3,80  32,39+4,68 35,76+4,46 33,27+7,33 35,57+3,57
a*/b* 0,96+0,08 0,92+0,08 0,84+0,07** 0,90+0,16 0,99+0,12

(@*)?(b*)? 0,93+0,16 0,85+0,15  0,71+0,11 ** 0,84+0,30 0,99+0,25

((@%)%+(b*)?)%5  4550+4,16 43,83+4,84  46,58+4,45  44,60+7,84  49,79+2,78%*

L’analisi metabolica ¢ stata condotta mediante HPLC su estratti dei frutti interi
di pomodoro presso il laboratorio di metabolomica del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas (IBMCP — Valencia, Spagna). Questa metodologia
ha permesso una piu dettagliata analisi della quantita e del tipo di metaboliti presenti
nelle diverse sublinee e nel genotipo parentale M82. L’analisi metabolomica ha
mostrato una grande variabilita tra le diverse sublinee. In particolare, la sublinea
R176 ha mostrato il piu alto contenuto di fitoene (90,42+14,36 ug/g DW) e B-
carotene (63,86+3,28 pg/g DW) rispetto alle altre linee. Al contrario, la sublinea
che ha mostrato livelli piu bassi di questa particolare classe di composti é stata la
linea R178, che presentava 10,29+0,74 ug/g DW di fitoene. Questa linea, inoltre
accumulava 12,36+1,50 pg/g DW di luteina e 541,59+27,40 pg/g DW di
carotenoidi totali. Questi valori erano nettamente piu bassi rispetto al genotipo M82
che accumulava 718,58+30,19 pg/g DW di carotenoidi totali (Tabella 2.5).
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Tabella 2.5. Contenuto dei principali carotenoidi e del tocoferolo nelle quattro sublinee e nella linea
coltivata M82. | valori sono le medie ed espressi in pg/g DW. Le differenze tra i diversi genotipi
sono state valutate con il test t di Student (*p < 0,05; **p< 0,01; ***p < 0,001).

Genotipo M82 R176 R178 R181 R182
Fitoene 36,396,32 90,42+14,36%* 10,2940, 74** 26,49+1,72 33,57+ 6,56
Luteina 13,65+1,97 16,2742,29 12,36+ 1,50 18,39+ 5,86 15,25+ 2,89

B-carotene 57,750,36 63,86+3,28* 51,19+4,16 75,57+ 2,11%%* 51,11+ 2,41%*

Licopene 610,78+32,82 596,07+54,18 467,75+ 28,27** 635,18+ 121,81 645,48+ 61,06

Carotenoidi
718,58+30,19 766,62+63,25 541,59+27,40%* 755,63+ 120,33 745,41+ 64,37
totali
Tocoferolo 16913,54+220,19  27591,014672,85***  15610,04+ 866,25  21569,31+3699,52  19405,34+1497,11*

E stato registrato un accumulo variabile di antiossidanti, come affermato anche
dall’ analisi ANOVA (Tabella S8.2) nelle quattro sublinee della S. pennelli IL 7-3,
mostrando come unica costante il piu alto contenuto di antiossidanti idrofili nel
genotipo R182.

Nel genotipo controllo S. lycopersicum cv. M82 la concentrazione di AsA totale
e stata pari a 33,97+10,75 mg/100 g FW, mentre la sublinea R182 ha mostrato una
concentrazione di AsA pari a 50,19+6,89 mg/100 g FW (Figura 2.3, a). La sublinea
ha presentato, quindi, un incremento del 47,78% di acido ascorbico totale e del
119,94% di acido ascorbico ridotto rispetto a M82 (Figura 2.3, b). Risultati
interessanti in termini di contenuto di acido ascorbico ridotto sono stati evidenziati
anche nelle sublinee R176 e R181, in cui e stato dimostrato un aumento del 76,74%
e del 22,43%, rispettivamente rispetto al genotipo controllo. L’unica sublinea a
mostrare un decremento del contenuto di acido ascorbico totale e ridotto rispetto a
M82 e risultata essere la R178, in cui e stata dimostrata una diminuzione del 48,96%

di acido ascorbico ridotto e del 35,07% di acido ascorbico totale (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Contenuto di a) acido ascorbico totale e b) ridotto nei frutti maturi della linea coltivata
M82 e delle sublinee R176, R178, R181 e R182. | valori sono le medie +SE. Gli asterischi indicano
le differenze statistiche di R182 rispetto a M82 mediante il test t di Student (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001).
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| dati relativi al contenuto di metaboliti primari ottenuti tramite tecnica GC
(gascromatografia) sono stati rappresentati per mezzo di un grafico di tipo heat
map, dove come variabili (colonne) sono stati riportati i genotipi e come
osservazioni (righe) i diversi metaboliti rilevati (Figura 2.4). | diversi genotipi
hanno mostrato andamenti molto diversi riguardo I’accumulo di metaboliti che
possono essere utilizzati come precursori della via biosintetica dell’acido ascorbico.
In particolare, i genotipi R182, R176 e il parentale M82 hanno mostrato una
concentrazione maggiore di monosaccaridi quali glucosio e fruttosio, mentre la
sublinea R178 mostrava maggiori concentrazioni di saccarosio. Un altro andamento
interessante si notava nella sublinea R181 riguardo la concentrazione di
amminoacidi. Quest’ultima linea presentava infatti alte concentrazioni di
amminoacidi essenziali (metionina e lisina) e non essenziali (glicina e asparagina)
rispetto al parentale M82 e alle altre sublinee saggiate, eccezion fatta per la sublinea
R178 che invece presentava le piu basse concentrazioni di quasi tutti i metaboliti

misurati.
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Figura 2.4. Heat map ottenuta dall’analisi metabolomica delle quattro sublinee IL7-3 e il genotipo

coltivato M82.
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3 La tecnica CRISPR/Cas9 per identificare i
geni candidati responsabili dell’accumulo di

acido ascorbico




3.1 Materiali e metodi

3.1.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato per la trasformazione genetica consisteva nella
sublinea R182 di S. pennellii di IL7-3 e nel genotipo coltivato M82 (LA3475). |
semi di pomodoro sono stati lavati e lasciati per 5 minuti in etanolo (EtOH) al 70%.
Eliminata la soluzione di EtOH é stata aggiunta una soluzione contenente ipoclorito
di sodio al 25% con 0,1 di laurisolfato di sodio (SDS). Dopo agitazione per 20
minuti, i semi sono stati risciacquati piu volte con acqua sterile distillata. 1 semi
sono stati posti in un contenitore Magenta™ contenente il terreno di coltura MS/2.
Questo substrato di crescita € composto da Murashige e Skoog con vitamine,
saccarosio (30 g/l) e agar (8 g/l), con un pH di 5,8. | semi sono stati fatti crescere in
una camera di crescita a 24 °C con un fotoperiodo di 16 ore di luce ed 8 ore di buio.
| cotiledoni utilizzati per la trasformazione erano completamente espansi,

generalmente dopo 10/15 giorni dalla semina.

3.1.2 Disegno single guide RNA (sgRNA) e clonaggio

Due costrutti CRISPR/Cas9 sono stati utilizzati per generare mutazioni nelle
sequenze codificanti per i geni Major Facilitator Superfamily Protein (MFSP -
Solyc07g049310) e Nucleobase Ascorbate Transporter (NAT - Solyc079049320).
Per ogni gene, una sequenza bersaglio e stata progettata utilizzando lo strumento
web CRISPR-P (//cbi.hzau.edu.cn/cgi-bin/CRISPR). Queste sequenze si trovano
nel secondo esone per il gene NAT e nel terzo esone per il gene MFSP (Figura 3.1).

Le due sequenze candidate sono state sintetizzate (Eurofins Genomics) come

coppie di oligonucleotidi (Tabella 3.1).
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Figura 3.1. Le guide per il gene a) NAT e b) MFSP sono state progettate utilizzando lo strumento
web CRISPR-P.

Tabella 3.1. Elenco degli oligonucleotidi utilizzati per il clonaggio.

Gene bersaglio sgRNA Nome Sequenza 5’ >> 3’
ForNATg02 ATTG GCGCTTGTACCCTTAATGGG
NAT 02 RevNATg02 AAAC CCCATTAAGGGTACAAGCGC
MESP 60 ForMFSPg60 ATTG TGTCGATTGCCAAAGAGCTT

RevMFSPg60  AAAC AAGCTCTTTGGCAATCGACA

Ciascun oligonucleotide portava basi extra per consentire il clonaggio delle
sequenze target nel sito Bsal situato tra il promotore AtUG6 e lo scaffold gRNA del
vettore binario vegetale pKSE401 (Addgene plasmid #62202) (Xing et al., 2014)
gia utilizzato nel pomodoro per 1’editing di geni coinvolti nel metabolismo dei
carotenoidi (D’ Ambrosio et al., 2018). | clonaggi sono stati eseguiti utilizzando il
NEB® Golden Gate Assembly Kit e sono state usate le Stellar™ Competent Cells.
Queste cellule competenti sono cellule batteriche di Escherichia Coli ceppo HST08.
Le cellule competenti sono state trasformate tramite uno shock termico a 42 °C per
45 secondi. Dopo I’incubazione a 37 °C per 1 ora, le cellule competenti trasformate
sono state piastrate su una piastra Petri con un terreno selettivo e fatte crescere
overnight a 37 °C. Il terreno utilizzato e Lysogeny broth o Luria-Bertani (LB) che
contiene bacto-triptone (10 g/l), estratto di lievito (5 g/l), cloruro di sodio (10 g/l),

bacto-agar (15 g/l) e come selettivo 50mg/l di Kanamicina. Successivamente
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tramite PCR (Polymerase Chain Reaction) € stata verificata la presenza della
cassetta Cas9/sgRNA. Nella reazione di amplificazione ¢ stato utilizzato 1’universal
primer M13 (5’-AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3") come forward primer
per entrambi i geni. Il reverse primer era specifico per ogni casetta Cas9/sgRNA,
5’-AAACAAGCTCTTTGGCAATCGACA-3> per il gene MFSP, 5’-
AAACCCCATTAAGGGTACAAGCG-3’ per il gene NAT. Le colonie risultate
trasformate sono state fatte crescere in LB liquido con il selettivo (50mg/l di
Kanamicina) per una notte a 37 °C in agitazione. Da queste colonie é stato estratto
il plasmide con il kit PureLink™ Quick Plasmid e quantificato sia con il NanoDrop
(Thermo Scientific) e sia tramite PCR.

| due vettori binari derivati sono stati denominati rispettivamente
PKSE401NATg02 e pKSE401MFSPg60 (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Mappa dei plasmidi utilizzati per il clonaggio del gene a) NAT e b) MFSP.

3.1.3 Trasformazione di Agrobacterium tumefaciens

I plasmidi pKSENATQg02 e pKSEMFSPg60 contenenti la sequenza bersaglio
sono stati trasferiti in cellule elettrocompetenti di Agrobacterium tumefaciens
ceppo LBA4404 mediante elettroporazione. La tecnica consiste nell’aggiungere a

40 ul di cellule elettrocompetenti, 2 pl di plasmide estratto in cuvette per
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’elettroporazione (Bio-rad) e nell’applicazione di una differenza di potenziale di
2470 V per 4,6 ms. Le cellule elettroporate sono state fatte crescere a 28 °C per
circa 2 ore in 500 ul di YEB liquido. YEB € un terreno con estratto di carne (5 g/l)
e di lievito (1 g/l), peptone (1 g/l), saccarosio (5 g/l) e cloruro di magnesio (1 g/l).
Al termine sono state piastrate su piastra Petri contenente il terreno YEB con diversi
selettivi (500 mg/l streptomicina, 100mg/l rifampicina e 50mg/l kanamicina) e
incubate a 28 °C overnight. Successivamente tramite PCR (Polymerase Chain
Reaction) e stata verificata la presenza della casetta Cas9/sgRNA. Nella reazione di
amplificazione ¢  stato  utilizzato  1’universal  primer M13 (5’-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3") come forward primer per entrambi i
geni. Il reverse primer era specifico per ogni casetta Cas9/sgRNA, 5’-
AAACAAGCTCTTTGGCAATCGACA-3> per il gene MFSP, 5’-
AAACCCCATTAAGGGTACAAGCG-3’ per il gene NAT. Le colonie risultate
trasformate sono state fatte crescere in YEB con i 3 antibiotici selettivi. La crescita
di A. tumefaciens € stata controllata tramite spettrofotometro leggendo 1’0.D
(Optical Density) a 660 mn. Per ottenere un O.D. finale intorno a 0,6, I’inoculo ¢
stato centrifugato a 3000 rpm per 10 minuti. Al termine di ogni centrifuga € stato
eliminato il surnatante e il pellet e stato risospeso in MSO. MSO é un terreno liquido
contenente Murashige e Skoog con vitamine e saccarosio (30 g/). Riletto 1’O.D.,

in base al valore ottenuto 1’inoculo € stato diluito o concentrato con MSO.

3.1.4 Trasformazione genetica mediante A. tumefaciens

Per questo processo di trasformazione genetica e stato utilizzato un protocollo di
rigenerazione in vitro gia selezionato e saggiato in precedenza nel laboratorio del
Centro Ricerche Metapontum Agrobios — Agenzia Lucana per lo Sviluppo e
I’Innovazione in Agricoltura (ALSIA).

Prima di procedere con la trasformazione genetica, é stata eseguita una prova di
rigenerazione con la sublinea R182. La procedura applicata € quella descritta di
seguito pero i cotiledoni non sono stati infettati con Agrobacterium tumefaciens. La
stessa tecnica e stata usata anche per i cotiledoni controllo di M82 e R182 utilizzati

durante la trasformazione genetica.
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I cotiledoni della sublinea R182 sono stati prelevati e immersi in terreno liquido
MSO in piastre Petri che contenevano 1’inoculo di A. tumefaciens ottenuto
precedentemente e lasciati per 10 minuti. Dopodiché gli espianti sono stati
posizionati su terreno di coltura CC (Co-Cultivation), con 0,5mg/ml di
acetosiringone che permette di aumentare la virulenza del ceppo (Godwin et al.,
1991), e carta sterile sulla parte superiore del substrato. Le piaste sono state lasciate
per due giorni al buio a 24 °C. Dopo il periodo di co-coltivazione, gli espianti sono
stati trasferiti in una piastra contenente il terreno CR (Callus for Rigeneration) con
500mg/l di carbenicillina e 40mg/I di kanamicina. Gli espianti sono stati messi in
camera di crescita a 24 °C con un fotoperiodo 16/8. Gli espianti sono stati trasferiti
su terreno fresco con carbenicillina e kanamicina ogni due settimane. Dopo
tre/quattro settimane, gli espianti sono stati trasferiti sul terreno di coltura plant.
Una volta ottenuti i germogli rigenerati dai calli, sono stati trasferiti sul terreno di
coltura root per permettere la radicazione. Ogni 20/30 giorni i germogli sono stati
messi su un terreno fresco e quelli ben radicati sono stati trasferiti in serra.

Nella Tabella 3.2 sono stati riportati i componenti dei vari terreni di coltura

utilizzati.

Tabella 3.2. Composizione dei terreni di coltura.

Componenti CcC CR Plant Root
MS Salts 4,39/l 4,39/ 4,39/ 2,29/l
Saccarosio 30 g/l 30 g/l 30 g/l 159/l
Bacto - agar 8 g/l 8 g/l 8 g/l 8/l
IAA 0,2 mg/l 0,2 mg/l - -
NAA - - - 0,1 mg/l
Zeatina-riboside 1,5 mg/l 1,5 mg/l 1,9 mg/l -
Carbenicillina - 500 mg/I 500 mg/I 250 mg/l
Kanamicina - 50 mg/I 50 mg/I 25 mg/l
Acetosiringone 0,5 mg/ml - - -
Acido folico - - 0,5 mg/l -
Biotina - - 0,05 myg/I -
Ancymidol - - - 0,5 mg/I
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3.1.5 Screening delle piante To trasformate

Le piante in serra, ottenute dalla trasformazione con i geni NAT e MFSP, sono
state sottoposte ad uno screening molecolare per controllare la presenza della
casetta Cas9/sgRNA e sequenziate per verificare 1’editing.

Estrazione del DNA

Il DNA genomico e stato estratto da foglie giovani utilizzando il metodo
riportato in Peterson et al. (1997) con delle modifiche. Il materiale vegetale e stato
macinato con I’uso di mortaio e pestello in presenza di azoto liquido fino ad ottenere
una polvere. In una Eppendorf da 2ml sono stati pesati 300 mg di tessuto macinato
e aggiunto 300 pl di buffer di estrazione (0,35 M di sorbitolo, 0,1 M di Tris, 0,005
M di EDTA bisodico e 0,02 M di sodio bisolfito). Dopo Vortex per 30 secondi, la
soluzione e stata centrifugata a 13000 rpm per 5 minuti a 4 °C. Il pellet é stato
risospeso con 150 pl di buffer di estrazione, 150 ul di Nuclei Lysis Buffer [0,2 M di
TrispH 7,5, 0,05 M EDTA, 2,0 M di cloruro di sodio e 2% w/v di bromuro di cetil-
trimetilammonio (CTAB)] e 60 ul di sarcosyl al 5%. Le soluzioni sono state
incubate a 65 °C per 30 minuti. Dopo I’incubazione, alla miscela sono stati aggiunti
300 pl di cloroformio ed é stata centrifugata a 13000 rpm per 5 minuti. Al surnatante
e stato aggiunto 1 volume di isopropanolo ed é stato centrifugato a 13000 rpm per
5 minuti. Il pellet é stato risospeso in etanolo 70 %. La miscela é stata centrifugata
e asciugata con lo Speed Vacuum. Successivamente, il pellet é stato risospeso in
acqua con 100 pg/ml di RNase e incubato a 37 °C per 15 minuti. 1l volume della
miscela ¢ stato portato a 300 pl con acqua e sono stati aggiunti 300 ul fenolo-
cloroformio 1:1. Al termine di una centrifugazione a 13000 rpm di 5 minuti, la parte
superiore del surnatante € stata trasferita in una nuova Eppendorf di 1,5 ml a cui
sono stati aggiunti 1/10 di sodio acetato e 2 volumi di etanolo al 100%. Le
Eppendorf sono state incubate 15 minuti in ghiaccio e poi centrifugate. Il surnatante
e stato eliminato e il pellet lavato come precedentemente descritto. Al termine il
pellet € stato risospeso in 30 pl di acqua.

Il DNA estratto ¢ stato quantificato sia con 1’utilizzo del NanoDrop (Thermo
Scientific) e sia sul gel di agarosio al 0,8%, stimando la concentrazione per
confronto visivo con la concentrazione nota del DNA del fago A. Il DNA ¢ stato

conservato a 4 °C.
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Verifica della presenza della casetta Cas9/sgRNA e dell editing

Per identificare le piante trasformate é stata amplificata la casetta Cas9/sgRNA
mediante PCR utilizzando come forward primer 1’universal primer M13 (5’-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT-3") per entrambi i geni. Il reverse primer €
specifico per ogni casetta Cas9/sgRNA, 5’-
AAACAAGCTCTTTGGCAATCGACA-3>  per il gene MFSP, 5’-
AAACCCCATTAAGGGTACAAGCG-3’ per il gene NAT. La reazione di PCR é
stata eseguita in base al procotollo della Tag polimerasi DreamTaq della Thermo
Scientific. Successivamente, la verifica della presenza della cassetta Cas9/sgRNA
¢ stata fatta sul gel d’agarosio al 1,2% e le bande sono state visualizzate con il
tranilluminatore UV (ChemiDoc Touch Imaging Systeme — BioRad).

La verifica dell’editing ¢ stata fatta solo sulle piante risultate Cas9 positive. Un
frammento per ciascun gene contenente la sequenza bersaglio del DNA ¢ stato
amplificato mediante PCR con una coppia di primer specifici del gene (Tabella
3.3). La reazione di PCR é stata eseguita in base al procotollo della Taq polimerasi
DreamTaq della Thermo Scientific. Successivamente, la verifica della presenza del
frammento ¢ stata fatta sul gel d’agarosio al 1,2% e le bande sono state visualizzate
con il tranilluminatore UV (ChemiDoc Touch Imaging Systeme — BioRad). |
prodotti di PCR e quindi i frammenti amplificati sono stati purificati con il kit DNA
Clean & Concentratot™ — 5 (Zymo Research) e sequenziati tramite il servizio di
sequenziamento fornito da Eurofins Genomics (Ebersberg, Germania). |
cromatogrammi ottenuti sono stati analizzati con il software SnapGene per

verificare 1’editing.

Tabella 3.3. Primer utilizzati per amplificare il segmento contenente la sequenza bersaglio.

Gene bersaglio Nome Sequenza 5’ >> 3’
SINAT1SeqFOR TCTGCAGTTGAAACCATCTTGT
NAT SINAT1SeqREV TGTATAACCCTTGCTTTGTCCC
SpMFSP5endSeqFOR TCTGGTCTGGGCTCTTGAAT
MFSP SpMFSP5endSeqREV CCTTACAATTGCCCCAAGAATA
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3.1.6 Screening della generazione T1

I semi provenienti da linee transgeniche selezionate To, sia del gene NAT e sia
del gene MFSP, sono stati coltivati in ambiente controllato nell’anno 2022 presso
le serre del Centro Ricerche Metapontum Agrobios — Agenzia Lucana per lo
Sviluppo e I’Innovazione in Agricoltura (ALSIA).

Le piante con 4-5 foglie espanse sono state sottoposte a screening per la presenza
della cassetta Cas9/sgRNA mediante PCR utilizzando il protocollo della Tagq
polimerasi DreamTaqg (Thermo Scientific). | primer utilizzati per entrambe le
reazioni sono stati riportati in Tabella 3.3. | prodotti di PCR e quindi i frammenti
amplificati sono stati purificati con il kit DNA Clean & Concentratot™ — 5 (Zymo
Research) e sequenziati tramite il servizio di sequenziamento fornito da Eurofins
Genomics (Ebersberg, Germania). | cromatogrammi ottenuti sono stati analizzati
con il software SnapGene per verificare 1’editing. Con lo stesso software sono state
tradotte le sequenze codificanti (CDS; Coding DNA Sequence) dei geni delle piante
mutate in sequenze proteiche. Successivamente con il tool online Clustal Omega ¢
stato eseguito 1’allineamento con la regione target per verificare se le mutazioni
ottenute influenzavano la formazione della proteina.

| frutti di pomodoro delle piante trsformate sono stati raccolti allo stadio di rosso
maturo (MR). Successivamente, i semi sono stati rimossi e i frutti sono stati
macinati in azoto liquido con un frullatore (FRI150, Fimar) fino a ottenere una

polvere fine e conservati a -80 °C per le successive analisi.

3.1.7 Analisi del contenuto di solidi solubili

| frutti delle piante T1 selezionate sono stati raccolti allo stadio rosso maturo per
valutare il contenuto di solidi solubili. Questa analisi é stata effettuata utilizzando
una goccia di succo del campione e tramite il rifrattometro portatile digitale Hi
96801 Hanna Instruments, che utilizza la misura dell’indice di rifrazione, € stato

determinato il contenuto zuccherino (°Brix).
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3.1.8 Determinazione del contenuto di acido ascorbico

L acido ascorbico (AsA) é stato determinato sui frutti maturi di pomodoro delle
piante T1 selezionate ed € stato misurato usando il metodo colorimetrico descritto
da Stevens et al. (2006) con alcune modifiche riportate da Rigano et al. (2014).

A 500 mg di campione congelato a -80 °C e ridotto in polvere sono stati aggiunti
300 ul di acido tricloroacetico (TCA) al 6% freddo in una Eppendorf da 2 ml. |
campioni sono stati vortexati per 10 secondi e lasciati in ghiaccio per 15 minuti.
Sono stati, quindi, centrifugati a 14000 rpm per 20 minuti a 4 °C.

Venti microlitri di campione, 20 ul di ditiotreitolo 5 mM in buffer fosfato 0,4 M
(pH 7.4), sono stati aggiunti per ridurre I'ascorbato ossidato e la miscela é stata
incubata per 20 minuti a 37 °C. Sono stati aggiunti dieci microlitri di N-etil
maleimmide (NEM; 0.5% (w/v) in acqua), mescolati e lasciati per 1 minuto a
temperatura ambiente. Sono stati aggiunti 80 ul di soluzione di reazione colorante
(CR). Questa soluzione é stata preparata unendo la soluzione A [31% (w/v) HzPO4
(acido fosforico), 4,6% (w/v) TCA e 0,6% (w/v) FeClsz (cloruro ferrico)] con la
soluzione B [4% (w/v) 2,2’- dipiridile (in etanolo al 70%)]. La miscela finale e stata
incubata a 37 °C per 40 minuti e misurata a 525 nm con un NanoPhotometer™
(Implen, Monaco, Germania) utilizzando come riferimento il TCA al 6%.

Sono state misurate tre repliche tecniche e tre repliche biologiche per ogni
campione. La concentrazione é stata espressa in nmol di AsA secondo la curva
standard, disegnata su un intervallo di 0-70 nmol; quindi i valori sono stati

convertiti in mg/100 g di peso fresco (FW).

3.1.9 Determinazione del contenuto di carotenoidi e

tocoferoli

| carotenoidi dei frutti di pomodoro delle piante T1 selezionate sono stati estratti
come descritto da Barja et al. (2021) e Ezquerro et al. (2022) con alcune modifiche.
A 15 mg di materiale liofilizzato sono stati aggiunti 985 ul di solvente di estrazione
(esano-acetone-etanolo, 2:1:1) e 15 ul di cantaxantina, un carotenoide non vegetale
usato come standard interno. La soluzione é stata miscelata per 10 secondi, e

successivamente il tessuto é stato lisato per 1 minuto con il Tissuelyser Il (Qiagen)
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a 30 Hz. Sono stati aggiunti 100 pl di acqua, e il tessuto e stato nuovamente lisato
per 1 minuto a 30 Hz. Dopo centrifugazione a 3000 rpm per 3 minuti a 4 °C, la fase
organica e stata trasferita in un tubo di 1,5 ml e il resto € stato riestratto aggiungendo
1 ml di solvente di estrazione, ripetendo il passaggio nel Tissuelyser a 30 Hz e la
centrifugazione a 13000 rpm per 5 minuti a 4 °C. Le fasi organiche combinate sono
state essiccate con il sistema Speed Vacuum, risospese in 150 pl di acetone e passate
attraverso un filtro di nylon da 0,2 um per la cromatografia liquida ad alte
prestazioni (HPLC). La separazione é stata effettuata con il sistema HPLC Water
Alliance 2695 Separations Module. I carotenoidi sono stati monitorati con Waters
996 Photodiode Array Detector, mentre i tocoferoli sono stati identificati con
Waters 2475 Multi-1 Fluorescence Detector. | dati sono stati raccolti e analizzati
con il software Waters Millennium. La quantificazione € stata effettuata per

confronto con gli standard commerciali.

3.1.10 Metaboliti primari

L'analisi dei metaboliti primari sui frutti coltivati in ambiente controllato é stata
effettuata con il metodo descritto da Roessner et al. (2000) mediante GC-MS
(gascromatografia — spettrometria di massa).

100 mg di polvere di pomodoro sono stati omogeneizzati con azoto liquido ed
estratti in 1400 pL di metanolo al 100% e 60 pl di standard interno (0,2 mg/ml di
ribitolo in acqua). La miscela e stata estratta per 15 minuti a 70 °C e centrifugata a
14000 rpm per 10 minuti a temperatura ambiente. Il surnatante (500 ul) é stato
trasferito in una nuova Eppendorf e sono stati aggiunti 250 pl di cloroformio
(CHCIs) e 500 pl di acqua. La miscela é stata agitata per 15 secondi e centrifugata
a 14000 rpm per 15 minuti a temperatura ambiente. Le aliquote del surnatante (150
ul) sono state essiccate per almeno 3 ore senza riscaldamento. 1l residuo secco é
stato ridisciolto e derivatizzato per 2 ore a 37 °C (in 40 ul di 20 mg/ml di cloridrato
di metossiamina in piridina), seguito da un trattamento di 30 minuti a 37 °C con 70
ul di MSTFA (N-metil-N-[trimetilsilil]trifluoroacetamide) ¢ 6 pl di una miscela
standard per il tempo di ritenzione (3,7% [w/v] acido eptanoico, 3,7% [w/v] acido
pelargonico, 3,7% [w/v] acido undecanoico, 3,7% [w/v] acido tridecanoico, 3,7%

[w/v] acido pentadecanoico, 7,4% [w/v] acido dodecanoico, 7,4% [w/v] acido
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tricosilico, 22,2% [w/v] acido carbocerico e 55,5% [w/v] acido entriacontanoico
sciolto in 10 mg/mL tetraidrofurano).

Un volume di 2 pL di campione é stato iniettato in modalita splitless e split 1:10
in un gascromatografo 6890 N (Agilent Technologies Inc. Santa Clara, CA)
accoppiato a uno spettrometro di massa Pegasus4D TOF (LECO, St. Joseph, Ml).

La gascromatografia € stata eseguita su una colonna BPX35 (30 m x 0,32 mm x
0,25 um) (SGE Analytical Science Pty Ltd., Australia) con elio come gas di
trasporto, flusso costante di 2 ml/min. | cromatogrammi e gli spettri di massa sono
stati valutati con il programma CHROMATOF (LECO, St. Joseph, MI). I metaboliti
sono stati identificati mediante confronto con una libreria personalizzata realizzata

con standard commerciali.

3.1.11 Analisi statistica

| dati raccolti sono stati analizzati mediante test parametrici ed utilizzando il
software SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versione 28. E stata
effettuata I’analisi ANOVA ad una via e successivo test t di Student per effettuare
un confronto fra i genotipi. L’analisi dei metaboliti primari € stata eseguita con
MetaboAnalyst 5.0 (https://www.metaboanalyst.ca/), consultato il 13 dicembre
2022, per ottenere una heat map. La percentuale di variazione é stata calcolata
utilizzando la seguente formula:

Aumento o diminuzione (%) = [(valore del genotipo testato — valore del genotipo
WT) x valore del genotipo WT] x 100
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3.2 Risultati

In questo elaborato di tesi ¢ stato effettuato una caratterizzazione genotipica e
fenotipica di mutanti knock-out ottenuti tramite la tecnica di genome editing
CRISPR/Cas9 per identificare i geni candidati responsabili dell’accumulo di acido
ascorbico (AsA) nei frutti di pomodoro.

Per la trasformazione genetica, considerando i risultati ottenuti dalle analisi delle
diverse sublinee di S.pennellii testate (Capitolo 2), é stata utilizzata la sublinea
R182. Questa sublinea proviene dall’incrocio tra la linea d’introgressione 7-3 di S.
pennellii con il genotipo S. lycopersicum cv. M82 ed é stata selezionata per le sue
migliori performance in termini di resa e di qualita dei frutti.

Tratutti i geni mappati nella regione di introgressione di R182, e stata focalizzata
I’attenzione su due geni codificanti per un Nucleobase Ascorbate Transporter
(NAT) e per una Major Facilitator Superfamily Protein (MFSP), che potrebbero
svolgere un ruolo indiretto nella biosintesi e nell'accumulo di AsA e nel controllo

di altri tratti qualitativi chiave tra cui °Brix.

3.2.1 Prova di rigenerazione

Nessuno studio precedente riportava la trasformazione della sublinea R182,
quindi, prima di procedere alla trasformazione genetica é stata effettuata una prova
di rigenerazione utilizzando il protocollo descritto nel paragrafo 3.1.4.

Come evidenziato dalla Figura 3.3, la sublinea R182 non ha presentato difficolta
di rigenerazione. Come atteso, sul terreno di coltura a cui sono stati aggiunti gli
antibiotici selettivi non € stata invece ottenuta rigenerazione. Questa analisi ha
confermato che la sublinea R182 puo essere utilizzata per la trasformazione

genetica tramite A. tumefaciens.

52



a) . b) = c)
s@ | s§in

@
[
=
[ 4

- B8

-
' L 4
:- ~
i
T4 N\
Le =
*

v 0 0o € &
cQ=
o OO 7 o

f)

1
25
o
2

Sadoe
s"‘
Qe Copud e

s 89¥g
¢ a2 ¢

Figura 3.3. Prova di rigenerazione della sublinea R182 con il controllo M82. a) cotiledoni di M82
e ¢) R182 a tempo 0, b) cotiledoni di M82 (sinistra) e R182 (destra) a tempo 0 su terreno di coltura
con gli antibiotici selettivi, d) cotiledoni di M82 e f) R182 dopo 43 giorni, €) cotiledoni di M82 e
R182 dopo 43 giorni su terreno di coltura con gli antibiotici selettivi.

3.2.2 Genotipizzazione delle piante To

Per la trasformazione genetica della sublinea R182 sono stati impiegati un totale
di 330 cotiledoni di cui 152 trasformati con il plasmide pKSE401NATQ02 per
I’editing del gene NAT e 178 trasformati con il plasmide pKSE401MFSPg60 per
I’editing del gene MFSP. Seguendo il protocollo di trasformazione riportato al
paragrafo 3.1.4 sono stati ottenuti 100 germogli per il gene NAT e 88 germogli per
il gene MFSP. Solo le piante ben radicate su mezzo selettivo sono state trasferite in

serra e analizzate tramite PCR e sequenziamento (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Piante T, ottenute dalla trasformazione genetica dei cotiledoni.

Delle 60 piante ottenute dalla trasformazione con il plasmide pKSE401NATQg02,
16 piante sono risultate Cas9 positive e tra queste 6 erano editate (linee bialleliche
con delezioni -4/-6 bp, -3/-4 bp e -5/-8 bp). Per il gene MFSP sono state analizzate
36 piante di cui 22 sono risultate Cas9 positive e, tra queste, 5 editate (linee
bialleliche con inserzioni +1 bp A/T, delezione -4/-7 bp, inserzione di +1 bp (T) e
una delezione -80 bp) (Tabella 3.4).

Tabella 3.4. Trasformazione di R182 con il gene NAT e MFSP.

Gene NAT MFSP
Cotiledoni trasformati 152 178
Germogli rigenerati 100 88
Cas9 positive 16 22
Piante editate 6 5
% di trasformazione 10,6 12,36
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3.2.3 Genotipizzazione della generazione T1

Per studiare i potenziali effetti delle mutazioni nelle piante trasformate, sono
state selezionate 3 piante editate per ciascun gene. | semi provenienti dalle linee
selezionate To e i rispettivi genotipi non trasformati (wild type) sono stati fatti
germinare in contenitori alveolari in polistirolo in ambiente controllato. Al termine
dello screening le piante sono state trasferite in vasi di plastica ed allevate in serra
presso il Centro Ricerche Metapontum Agrobios — Agenzia Lucana per lo Sviluppo
e I’Innovazione in Agricoltura (ALSIA).

Dalla semina delle piante editate selezionate sono state analizzate 24 piante per
il gene NAT e 53 piante per il gene MFSP tramite PCR e sequenziamento (Figura
3.5).

a) atattagtgctcggcacaagtgtgatgatcccctcagcgcttgtaccctta&tgggcggatcagatgtaagctgatcctttagttatcttatcatatgtatcac

gta[aatcacgagccgtgttcacactac[aggggagtcgcgaacatgggaattacccgcctagtctacattcgactaggaaatcaatagaa[agtatacatagtg
LOC101244014 —

[

NAT1G02

) TTTTCTGTATACTGTAGAGTAATBAATGGTCCTATAGTOTCBATTBCCAAAGAG CTTBGGTTTGAOGGAAATTCATTTCTTBAAGGACTTBTBGTAAGCATATTTA

AAAAGACATATGACATCTCATTACTTACCAGGATATCACAGCTAACGGTTTCTC GAACCCAAACTCCCTTTAAGTAAAGAACTTCCTGAACACCATTCGTATAAAT
MFSPG60

TTTTCTGTATACTGTAGAGTAATGAATGGTCC TATAGTGTCGATTGCCAAAGAGEbTTGGGTTTGAGGGAAATTCATTTCTTGAAGGACTTGTGGTAAGCATATTTA
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TTTTCTGTATACTGTAGAGTAATGAATGGTCCTATAGTGTCGATTGCCAAAGAG[E})TTGGGTTTGAGGGAAATTCATTTCTTGAAGGACTTGTGGTAAGCATATTTA

Figura 3.5. Esempio di un cromatogramma analizzato con il software SnapGene. a) delezione di 5
bp per il gene NAT; b) inserzione di 1 bp (T/A) per il gene MFSP.

Tra le linee T trasformate con il costrutto pKSE401NATQ02 sono state ottenute
12 linee bialleliche e 12 linee omozigoti (delezioni -3, -4, -5,-6 e -8 bp) (Tabella
3.5) di cui 4 linee Cas9 negative. Tra le linee T trasformate con il costrutto
pKSE401MFSPg60 sono state ottenute 33 linee bialleliche, 20 linee omozigoti
(inserzioni base T e base A, delezioni -4 e -7 bp) (Tabella 3.6) di cui 9 linee Cas9

negative.
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Tabella 3.5. Mutazione in generazione T1 del gene NAT.

N° piante Mutazione Allele 1 Allele 2 Cas9
9 Biallelica -5 bp -8 bp +
1 Biallelica -5 bp -8 bp -
4 Omozigote -5 bp -5bp +
1 Omozigote -5 bp -5bp -
1 Omozigote -8 bp -8 bp +
1 Biallelica -6 bp -4 hp +
1 Biallelica -6 bp -4 bp -
1 Omozigote -6 bp -6 bp +
1 Omozigote -6 bp -6 bp -
1 Omozigote -4 bp -4 bp +
2 Omozigote -3 bp -3 bp +
1 Omozigote -4 bp -4 bp +
Tabella 3.6. Mutazione in generazione T1 del gene MFSP.
N° piante Mutazione Allele 1 Allele 2 Cas9
10 Biallelica +1 bp (A) +1bp (T) +
4 Biallelica +1bp (A) +1bp (T) -
3 Omozigote +1 bp (A) +1 bp (A) +
1 Omozigote +1 bp (T) +1bp (T) +
1 Omozigote +1 bp (T) +1bp (T) -
8 Biallelica -4 bp -7 bp +
1 Biallelica -4 hp -7 bp -
6 Omozigote -4 bp -4 bp +
4 Omozigote -7 bp -7 bp +
1 Omozigote -7 bp -7 bp -
2 Biallelica +1 bp (T) -81 bp -
8 Biallelica +1 bp (T) -81 bp +
4 Omozigote +1 bp (T) +1 bp (T) +

Il tool online Clustal Omega ¢ stato utilizzato per verificare I’effetto delle mutazioni

sulla traduzione delle proteine corrispondenti. Come mostrato in Figura 3.6, a, per

il gene NAT la delezione di 4, 5 e 8 bp bloccava la formazione della proteina,

mentre la delezione di 3 e 6 bp non influenzava la traduzione. Per il gene MFSP

(Figura 3.6, b), per tutti gli eventi di mutazione ottenuti (inserzione di T 0 A,
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delezione di 4 e 7 bp), la traduzione della proteina era bloccata, tranne che per la

delezione di 81 bp in cui la proteina era tradotta ma non era completa.

In base ai risultati ottenuti da quest’ultima analisi, sono state scelte le piante

editate da allevare in serra e sottoporre a ulteriori analisi.

a)

b)

S_lyc_NAT
R182_A2_27_102_prot(Sbpdel)
R182_A2_27_95_prot(8bpdel)
R182_A2_32_107_prot(4bpdel)
R182_A2_32_106_prot(6bpdel)
R182_A2_85_109_prot(4bpdel)
R182_A2_85_110_prot(3bpdel)

S_lyc_NAT
R182_A2_27_102_prot(5bpdel)
R182_A2_27_95_prot(8bpdel)
R182_A2_32_107_prot(4bpdel)
R182_A2_32_106_prot(6bpdel)
R182_A2_85_109_prot(4bpdel)
R182_A2_85_110_prot(3bpdel)

S_lyc_NAT
R182_A2_27_102_prot(5bpdel)
R182_A2_27_95_prot(8bpdel)
R182_A2_32_107_prot(4bpdel)
R182_A2_32_106_prot(6bpdel)
R182_A2_85_109_prot(4bpdel)
R182_A2_85_110_prot(3bpdel)

S_pennellii_MFSP_prot
R182_A3_5_4_prot(Tins)
R182_A3_5_13_prot(Ains)
R182_A3_9_6_prot(7bpdel)
R182_A3_9_7_prot(4bpdel)
R182_A3_16_17_prot(Tins)
R182_A3_16_29L_prot(81bpdel)

S_pennellii_MFSP_prot
R182_A3_5_4_prot(Tins)
R182_A3_5_13_prot(Ains)
R182_A3_9_6_prot(7bpdel)
R182_A3_9_7_prot(4bpdel)
R182_A3_16_17_prot(Tins)
R182_A3_16_29L_prot(81bpdel)

S_pennellii_MFSP_prot
R182_A3_5_4_prot(Tins)
R182_A3_5_13_prot(Ains)
R182_A3_9_6_prot(7bpdel)
R182_A3_9_7_prot(4bpdel)
R182_A3_16_17_prot(Tins)
R182_A3_16_29L_prot(81lbpdel)

MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALVPLMGGSD
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALVPGRIRWG
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALV-GRIRWG
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALVPWADQMG
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALV--LGGSD
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALVPWADQMG
MTMADISHPPMEQLQDLEYCIDSNPPWVETILLAFQNYILVLGTSVMIPSALVPL-GGSD

B e T

GDKARVIQTLLFVAGINTLLQALFGTRLPAVVGGSFAYV-IPIVYIISDSHLQRISDPHV
QSKGYTNATLC---GWNKYT=-==-=--- SPSIVWNSVARCCWRFLCICHSYSLYN------
QSKGYTNATLC- - -GWNKYT------- SPSIVWNSVARCCWRFLCICHSYSLYN------
TKQGLYKRYSLWLE === === mm e s o e e e e e e e
GDKARVIQTLLFVAGINTLLQALFGTRLPAVVGGSFAYV-IPIVYIISDSHLQRISDPHV
TKQGLYKRYSLWLE === === mm e e e e e e e

GDKARVIQTLLFVAGINTLLQALFGTRLPAVVGGSFAYV-IPIVYIISDSHLQRISDPHV

RFVHTMRAIQGALIVAASIQIILGYSQVWGLFSRFFSPLGMAPVVGLVGFGLFQRGFPAL

RFVHTMRAIQGALIVAASIQIILGYSQVWGLFSRFFSPLGMAPVVGLVGFGLFQRGFPAL

MQQALATHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE
MQQALAIHSLQCFSTTNFHRKHHYFDHLRRNKQYPFPHLTSFSVSKEVKVSASSKQKPPE

Ak o ook ook o ok ok ko ok ok o ok ke kol ok ok ok sk ke ok ol ok ok ok skl ok ok sk ok ok ok ok ok ok okokok Sokokok ook okok ok
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Figura 3.6. Allineamento delle sequenze proteiche, ottenute con il software SnapGene, delle piante
mutate T1 con la regione target. a) gene NAT, b) gene MFSP.
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3.2.4 Analisi qualitative

| frutti ottenuti dalle piante mutate T selezionate per entrambi i geni sono stati
utilizzati per una preliminare analisi qualitativa e metabolomica.
Analisi delle piante con il gene NAT editato

Nei frutti delle piante NAT editate, con una delezione di 4/6 bp, nessuna
differenza statisticamente significativa é stata registrata nel contenuto totale di

solidi solubili rispetto al genotipo R182 (Figura 3.7).

——

Solidi solubili
(°Brix)
w

z8ld
28N

lop9/y 281
lop9 Z8Ly

Figura 3.7. Contenuto di solidi solubili (°Brix) nei frutti delle piante mutate per il gene NAT, delle
piante wild type R182 e il parentale M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi
genotipi sono state valutate con il test t di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Per quanto concerne il contenuto di acido ascorbico totale e stato registrato un
incremento (+28%) rispetto al genotipo wild type solo nei frutti della pianta R182
con una delezione di 6 paia di basi. Un significativo decremento, invece, é stato
registrato nel parentale M82 (-19%) e nel mutante con una delezione di 4/6 paia di

basi R182_4/6del (-15%) (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Contenuto di acido ascorbico nei frutti delle piante mutate T, per il gene NAT, delle
piante wild type R182 e il parentale M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi
genotipi sono state valutate con il test t di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Il contenuto dei diversi metaboliti primari é stato rappresentato tramite heat map
(Figura 3.9), dove come variabili (colonne) sono stati riportati i genotipi e come
osservazioni (righe) i diversi metaboliti rilevati.

Tramite heat map é stato possibile visualizzare la concentrazione dei diversi
metaboliti rispetto al controllo non trasformato R182 e al parentale M82. Il genotipo
R182 non trasformato mostra una concentrazione di fruttosio e glucosio maggiore
rispetto al parentale M82 e ai due mutanti. Entrambe le mutazioni dei due genotipi
editati hanno condotto ad un minor accumulo di zuccheri nei frutti. In particolare,
la delezione di 4/6 paia di basi nel mutante R182 presenta la concentrazione piu
bassa di metaboliti primari sia rispetto al wild type R182 che rispetto al parentale
M82. E interessante notare che tra i metaboliti che si ritrovano in concentrazione
minore nei genotipi editati sono i principali precursori di acido ascorbico, quali

glucosio, fruttosio, saccarosio e mioinositolo (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Heat map ottenuta dall’analisi dei metaboliti primari nei frutti delle piante mutate per il
gene NAT, delle piante wild type R182 e il parentale M82. La figura ¢ stata generata utilizzando il
pacchetto di programmi https://www.metaboanalyst.ca/ (accesso il 13 dicembre 2022).

Relativamente alla quota di antiossidanti lipofili, la nostra analisi si € focalizzata
sul contenuto dei diversi carotenoidi nei frutti delle piante mutate (Figura 3.10).

In particolare, la pianta R182_4/6del ha mostrato il piu alto contenuto di licopene
(868,54+111,12 ug/g DW), carotenoidi totali (1027,22+106,97 pg/g DW) e
tocoferolo (177449,72+971,94 ug/g DW) rispetto a tutti i campioni analizzati. Al
contrario, la pianta mutata R182_6del ha mostrato per gli stessi carotenoidi totali e
licopene la piu bassa concentrazione, riportando, inoltre, un significativo

decremento anche per la quota di B-carotene rispetto al controllo R182 e M82.
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Figura 3.10. Contenuto totale a) fitoene b) luteina c¢) B-carotene d) licopene e) carotenoidi totali f)
tocoferolo nei frutti delle piante mutate del gene NAT, delle piante wild type R182 e il parentale
M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi genotipi sono state valutate con il test t
di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Analisi delle piante con il gene MFSP editato

Nelle piante editate con il gene MFSP si & osservato una variazione del livello
di solidi solubili nella bacca rispetto alle piante non trasformate. Il livello dei °Brix
nei frutti delle piante editate rispetto al controllo non trasformato ha mostrato un
decremento del 21% nella pianta biallelica con inserzione A/T e del 23% per il

mutante omozigote con un’inserzione della base T (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Contenuto di solidi solubili (°Brix) nei frutti delle piante mutate per il gene MFSP,
delle piante wild type R182 e il parentale M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi
genotipi sono state valutate con il test t di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Per il contenuto di acido ascorbico si e avuto un generale decremento in tutti i
campioni analizzati rispetto alla sublinea R182. In particolare, la pianta editata con
un’inserzione A/T ha riportato un decremento rispetto alla linea non mutata R182

del 27%, mentre un decremento del -29% é stato registrato in R182_Tins (Figura

3.12).
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Figura 3.12. Contenuto di acido ascorbico nei frutti delle piante T, mutate per il gene MFSP, delle
piante wild type R182 e il parentale M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi
genotipi sono state valutate con il test t di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Questo stesso andamento ¢ stato confermato anche dall’analisi dei metaboliti
primari, rappresentata tramite un grafico heat map (Figura 3.13). Rispetto al
genotipo wild type R182, entrambe le linee editate hanno riportato concentrazioni
inferiori di zuccheri. Nella fattispecie, R182_A/Tins ha riportato livelli pit bassi di
zuccheri quali glucosio, saccarosio, fruttosio ed eritritolo rispetto alle altre linee.
Mentre per il metabolita mioinositolo non sono state evidenziate concentrazioni
differenti tra le piante editate e la linea wild type R182. Al contrario solo il genotipo

M82 ha mostrato una diminuzione significativa del suddetto composto.
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Figura 3.13. Heat map ottenuta dall’analisi dei metaboliti primari nei frutti delle piante T, mutate
per il gene MFSP, delle piante wild type R182 e il parentale M82. La figura & stata generata

utilizzando il pacchetto di programmi https://www.metaboanalyst.ca/ (accesso il 13 dicembre 2022).

Le analisi dei carotenoidi nelle piante mutate per il gene MFSP hanno mostrato
un generale incremento per tutti i carotenoidi analizzati; eccezion fatta per il fitoene,
unico parametro a decrescere (Figura 3.14). Risulta invariato il contenuto di luteina
e di tocoferolo tra tutte le piante analizzate.

La pianta R182_A/Tins ha mostrato in assoluto la concentrazione maggiore di
[-carotene, licopene e carotenoidi totali rispetto alle altre linee analizzate.
Riportando, un incremento del 55% di [3-carotene, del 34% di licopene e del 27%

di carotenoidi totali rispetto alla sublinea R182.
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Figura 3.14. Contenuto totale a) fitoene b) luteina ¢) B-carotene d) licopene e) carotenoidi totali f)
tocoferolo nei frutti delle piante T; mutate per il gene MFSP, delle piante wild type R182 e il
parentale M82. | valori sono le medie +SE. Le differenze tra i diversi genotipi sono state valutate
con il test t di Student (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).
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4 Caratterizzazione dei sottoprodotti della

filiera del pomodoro




4.1 Materiali e metodi

4.1.1 Processo di lavorazione dei sottoprodotti del

pomodoro

I campioni utilizzati in questo studio sono stati forniti dall'industria Bioltalia,
Area PIP Sarno (Salerno, Italia). Tutti i campioni provengono dallo stesso lotto di

pomodori freschi biologici e sono stati processati come riportato nella Figura 4.1.

Lavaggio, cernita e triturazione

Hot break
B5:95°C

Pelatura, macinazione ¢
raffinazione

i

Sterilizzazione

Riempimento
asettico

Pomodoro
semilavorato

Riscaldamento

Disaerazione

I Aggiunta di
ingredienti
Omogeneizzazione
. :

Riempimento automatico e chiusura immediate con la
capsula appropriata

i

Pastorizzazione

Sugo di
Succo di Etichettatura , pomodoro pronto
pomodoro al basilico o alla

napoletana

Passata di pomodoro
Figura 4.1. Diagramma di flusso del processo di trasformazione del pomodoro adottato dall’azienda
Bioltalia. | prodotti utilizzati in questo studio sono evidenziati in grassetto. Le frecce nere indicano

le fasi di produzione comuni. Le frecce colorate indicano le diverse fasi a seconda del prodotto da
ottenere.
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Nel dettaglio verranno descritti i sottoprodotti analizzati nel seguente elaborato di
tesi (Figura 4.2).

Pomodoro fresco:

Come controllo e stata utilizzata la varieta Docet di pomodoro utilizzata
dall’azienda per la trasformazione. Docet e una cultivar di media vigoria
caratterizzata da internodi corti ed elevato potenziale produttivo. | frutti hanno una
forma a pera con un peso medio di 75-80 grammi (Vegetables Bayer, 2022). Le
piante sono state coltivate in pieno campo a Cerignola (Foggia, Puglia, Italia) nel
2020. La raccolta della produzione & avvenuta meccanicamente e una prima
selezione della materia prima é stata effettuata con I'uso di sensori ottici. Poche ore
dopo la raccolta, dopo le analisi preliminari, i pomodori sono stati lavorati secondo
un trattamento termico classico per garantirne il sapore, il profumo e la fragranza.

Pomodoro semilavorato:

Questo prodotto e realizzato dall'azienda Coppola SpA di Scafati (Salerno,
Italia) per Bioltalia. E un semilavorato ottenuto dalla spremitura di pomodori
freschi e maturi privi di bucce e semi. Viene confezionato in sacchetti asettici con
scatole e lasciato nei magazzini fino al momento dell'utilizzo.

Passata di pomodoro:

Dopo un breve riscaldamento del pomodoro semilavorato a 85 °C, il
riempimento automatico avviene in bottiglie di vetro e subito chiuse con l'apposita
capsula. | vasetti riempiti vengono pastorizzati, etichettati e si ottiene cosi la passata
di pomodoro, pronta per la commercializzazione.

Sugo di pomodoro pronto al basilico o alla napoletana:

In questo sugo gli ingredienti vengono aggiunti alla passata di pomodoro prima
di essere imbottigliata a seconda del sugo che si vuole ottenere. Per il sugo al
basilico si aggiungono olio extravergine di oliva, basilico (2%), sale marino e aglio.
Per il sugo alla napoletana vengono aggiunti olio extravergine di oliva, sale, cipolla
(0,7%), aglio (0,07%), origano (0,07%), basilico (0,07%).

Le salse sono pastorizzate, etichettate e pronte per la commercializzazione.

Succo di pomodoro:

Prima di riempire le bottiglie, la passata di pomodoro viene sottoposta a due

trattamenti: disaerazione e omogeneizzazione. Successivamente avvengono:
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imbottigliamento, pastorizzazione ed etichettatura e si ottiene cosi il succo di

pomodoro da bere.

Figura 4.2. | sottoprodotti analizzati: a) pomodoro fresco, b) pomodoro semilavorato; c) passata di
pomodoro; d) sugo al basilico; €) sugo alla napoletana; f) succo di pomodoro.

4.1.2 Tratti qualitativi

Per ogni prodotto sono stati valutati il contenuto di solidi solubili (SSC), il pH e
I'acidita titolabile (TA).

Il contenuto di solidi solubili e stato misurato come °Brix nel succo
omogeneizzato da frutta matura con un rifrattometro (Hanna). Il pH & stato misurato
con un pH-metro (Mettler-Toledo, Milano, lItalia) e l'acidita titolabile e stata
determinata titolando 5 g di prodotto centrifugato con una soluzione 0,1 N di

idrossido di sodio.
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4.1.2.1 Determinazione del contenuto totale dei carotenoidi,

licopene e B-carotene

La valutazione dei carotenoidi totali, del licopene e del B-carotene é stata
effettuata mediante un saggio colorimetrico su campioni finemente macinati
secondo il metodo riportato da Wellburn (1994) e Zouari et al. (2014) con modifiche
di Rigano et al. (2016).

Per ottenere I'estratto lipofilo, 500 mg di polvere di campione congelato sono
stati estratti con 32 mL di acetone/esano (40/60, v/v). La miscela é stata agitata a
300 rpm per 20 minuti e poi centrifugato a 5000 rpm per 5 minuti a 4 °C. Questa
procedura é stata ripetuta per tre volte consecutive e il surnatante é stato raccolto in
un tubo Falcon da 50 mL. Sono state misurate tre repliche separate per ogni
campione e tre repliche tecniche per ogni ripetizione biologica. L'assorbanza degli
estratti lipofili € stata letta a 470 nm per i carotenoidi, a 505 e 453 nm per il licopene
e il B-carotene rispettivamente, con un NanoPhotometer™ (Implen, Monaco,
Germania). | carotenoidi totali, il licopene e il B-carotene sono stati determinati
mediante l'equazione riportata da Wellburn (1994). La concentrazione é stata

espressa come mg/100 g di peso fresco (FW).

4.1.2.2 Determinazione del contenuto di fenoli totale

L'estrazione della frazione idrofila e stata effettuata secondo il test di Folin —
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965) e Marinova et al. (2005) con piccole
modifiche.

In breve, il tessuto macinato congelato (250 mg) e stato pesato, posto in un
mortaio e con l'aiuto di un pestello i fenoli sono stati estratti con 1 mL di metanolo
al 60%. Gli estratti sono stati trasferiti in un tubo Falcon da 15 mL e il volume ¢
stato portato a 5 ml aggiungendo metanolo al 60%. | campioni sono stati
centrifugati a 14000 rpm per 15 minuti a 4 °C e il surnatante e stato conservato a -
20 °C fino all'analisi dei composti fenolici totali. Per ogni campione sono state
misurate tre repliche biologiche separate e per ogni replica biologica sono state
eseguite tre repliche tecniche. In una Eppendorf da 2 mL sono stati miscelati 62,5

ul di surnatante, 62,5 ul di reattivo di Folin - Ciocalteu (Sigma, St. Louis, MO,
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USA) e 250 ul di acqua deionizzata e sono stati incubati per 6 minuti al buio;
successivamente sono stati aggiunti 625 pl di carbonato di sodio al 7,5% e 500 ul
di acqua deionizzata e sono stati incubati per 90 minuti a temperatura ambiente al
buio. L'assorbanza é stata misurata a 760 nm con un NanoPhotometer™ (Implen,
Monaco, Germania) utilizzando come riferimento il metanolo al 60%. La
concentrazione di fenoli totali & stata espressa come mg GAE (acido gallico

equilavente) /100 g di peso fresco (FW).

4.1.2.3 Attivita antiossidante

La determinazione dell'attivita antiossidante lipofila (LAA) e idrofila (HAA) e
stata eseguita secondo il metodo dell'acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
solfonico) (ABTS) (Miller & Rice-Evans, 1997; Re et al., 1999) utilizzando gli
estratti lipofili e idrofili ottenuti come descritto nei paragrafi 4.1.2.1 e 4.1.2.2
rispettivamente. E stata preparata una soluzione costituita da 7,4 mM di ABTS
mescolata con 140 mM di persolfato di potassio (K2S20s) e stabilizzata per 12 ore.
Questa miscela ¢ stata diluita mescolando la soluzione di ABTS'* con etanolo
(1:88) per ottenere un‘assorbanza di 0,70 + 0,10 unita a 734 nm mediante uno
spettrofotometro. Gli estratti lipofili e idrofili (100 pL) sono stati lasciati reagire
con I mL di soluzione ABTS™ diluita per 2,5 min. L'assorbanza ¢ stata rilevata a
734 nm da un NanoPhotometer™ (Implen, Monaco, Germania). Tutte le repliche
biologiche dei campioni sono state analizzate in triplicato. | risultati sono stati

espressi come micromoli di TE (trolox equivalente) per 100 g FW.

4.1.2.4 Determinazione del contenuto di acido ascorbico

La determinazione dell'acido ascorbico (AsA) ¢ stata eseguita con un metodo
colorimetrico (Stevens et al., 2006) con modifiche riportate da Rigano et al. (2014).

Brevemente, 500 mg di polvere di prodotto congelato sono stati estratti con 300
ul di acido tricloroacetico (TCA) freddo al 6%. La miscela e stata agitata, incubata
per 15 minuti in ghiaccio e centrifugata a 14000 rpm per 20 minuti a 4 °C. Sono
stati aggiunti a 20 pl di campione, 20 pl di ditiotreitolo 5 mM in buffer fosfato 0,4
M (pH 7,4) e la miscela e stata incubata per 20 minuti a 37 °C. Sono stati aggiunti

10 pl di N-etil maleimmide (NEM; 0,5% (w/v) in acqua) e lasciati per 1 minuto a
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temperatura ambiente. Sono stati aggiunti 80 pl di soluzione di reazione colorante
(CR). Questa soluzione e stata preparata mescolando la soluzione A [31% (w/v)
H3PO4 (acido fosforico), 4,6% (w/v) TCA e 0,6% (w/v) FeCls (cloruro ferrico)] con
la soluzione B [4% (w/v) 2,2’- dipiridile (in etanolo al 70%)]. La miscela finale &
stata incubata a 37 °C per 40 minuti e misurata a 525 nm con un NanoPhotometer™
(Implen, Monaco, Germania) utilizzando il 6% di TCA come riferimento. Sono
state misurate tre repliche separate per ogni campione e tre repliche tecniche per
ogni ripetizione biologica. La concentrazione ¢ stata espressa in mg/100 g di peso
fresco (FW).

4.1.3 Analisi statistica

| dati sono stati sottoposti all'analisi della varianza utilizzando un'ANOVA a una
via. Per separare le medie all'interno di ciascun parametro, € stato eseguito il test di
Duncan. Le differenze di p < 0,05 sono state considerate significative. LANOVA
e stata eseguita utilizzando il pacchetto 6 di SPSS (Statistical Package for Social
Sciences), versione 28. L’heat map € stata generata utilizzando il pacchetto di

programmi https://biit.cs.ut.ee/clustvis/ (accesso il 25 ottobre 2022).
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4.2 Risultati

| pomodori vengono solitamente consumati freschi o utilizzati per la produzione
di prodotti trasformati che possono presentare una composizione diversa rispetto al
frutto fresco. Questo studio trova inserimento in un progetto in collaborazione con
I’industria Bioltalia che prevedeva la caratterizzazione nutrizionale di piu
sottoprodotti della lavorazione del pomodoro. In particolare, lo studio ha riguardato
la varieta di pomodoro Docet da industria tipiche della regione Campania. Le analisi
bromatologiche unite alle analisi del contenuto di composti bioattivi e antiossidanti,
come fenoli e licopene, hanno permesso di valutare le diverse tecniche di
trasformazione, dimostrando come sia possibile arrivare all’individuazione delle
condizioni adatte per ottenere un alimento funzionale di qualita. | sottoprodotti
analizzati appartenevano tutti allo stesso lotto e nello specifico, sono stati:
pomodoro fresco, pomodoro semilavorato, passata di pomodoro, sugo di pomodoro

pronto al basilico e alla napoletana, succo di pomodoro da bere.

4.2.1 Analisi chimico fisiche

Su questi campioni € stato determinato il contenuto di composti bioattivi e
antiossidanti e I’attivita antiossidante. In Figura 4.3 & mostrato il contenuto di solidi
solubili totali (°Brix) e I’acidita titolabile nel prodotto tal quale fresco e nei diversi
sottoprodotti presi in esame. | valori di solidi solubili (da 5,36 a 9,54 °Brix)
rispettavano i limiti stabiliti dalla G.U. 232/2005, che richiede valori di °Brix
compresi tra5e 12 (Figura 4.3, a). Il livello maggiore di solidi solubili tra i prodotti
non arricchiti si ritrova nella passata di pomodoro (+48.25% rispetto al pomodoro
fresco). Discorso a parte va fatto per i sottoprodotti con aggiunta di ingredienti, che
presentano °Brix maggiore e acidita comparabile al controllo fresco.

Per I’acidita titolabile sono i1 prodotti “semilavorato” e “passata” di pomodoro
ad aver mostrato un’acidita maggiore, presentando rispettivamente 0,50+0,012 g
acido citrico/100 g FW e 0,61+0,000 g acido citrico /100 g FW rispetto ai
0,350,004 g acido citrico /100 g FW del controllo non trasformato (Figura 4.3, b).
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Figura 4.3. a) contenuto di solidi solubili (°Brix); b) acidita titolabile in diversi sottoprodotti del
pomodoro. | dati sono la media + SE. Le lettere diverse indicano differenze significative in base al
test di Duncan (p < 0.05).

4.2.2 Antiossidanti e composti bioattivi

La concentrazione di antiossidanti e composti bioattivi pué cambiare in risposta
a diverse condizioni di lavorazione e in particolare, in risposta alle alte temperature,
l'acidita, l'ossidazione, la luce, la solubilita. Per questo motivo in questo lavoro di
tesi € stato monitorato il contenuto di antiossidanti nei diversi sottoprodotti in esame
e nel prodotto fresco.

La Figura 4.4 riporta il contenuto di antiossidanti lipofili nelle matrici testate.

Tra le sei matrici testate a presentare variazione rispetto al prodotto fresco sono stati
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il prodotto semilavorato, i sughi aggiunti e il succo nel solo parametro carotenoidi
totali. Il prodotto tal quale fresco riportava una concentrazione pari a 19,96 +1,33
mg/100 g FW. Comparato a questo, i sottoprodotti “semilavorato” e¢ “sugo alla
napoletana” riportavano un incremento del 7,25% e del 10,55%, rispettivamente.
L’unico sottoprodotto a mostrare una diminuzione notevole di carotenoidi € il

succo, con una diminuzione dell’8,38% rispetto al pomodoro fresco.
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Figura 4.4. a) contenuto di carotenoidi totali, b) B-carotene e c¢) licopene in diversi sottoprodotti del
pomodoro. | dati sono medie  SE. Le lettere diverse indicano differenze significative in base al test
di Duncan (p < 0.05).

Il contenuto di vitamina C (Tabella 4.1) resta invariato solo nel sottoprodotto
“passata” rispetto al controllo fresco, diminuendo in misura equivalente (-20%) in
tutti gli altri sottoprodotti tranne nel succo dove il decremento risulta essere
maggiore e pari al 73,08%.

E possibile notare lo stesso significativo decremento con la trasformazione anche
nella concentrazione di fenoli (Tabella 4.1). Unica eccezione era per il sugo al
basilico che mostrava una concentrazione di fenoli paragonabile a quella del

controllo fresco (14,90+4,07 mg/100 g FW). Anche per questa classe di composti
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bioattivi, il sottoprodotto che riporta la minor concentrazione € il succo che
mostrava una concentrazione di fenoli pari a 8,18+2,73 mg/100 g FW.

Dopo aver valutato il contenuto dei singoli antiossidanti, abbiamo studiato
I’azione sinergica delle molecole bioattive nella matrice alimentare attraverso la
valutazione dell’attivita antiossidante totale lipofila (LAA) e idrofila (HAA)
(Tabella 4.1). Come atteso, nei sottoprodotti dei lotti in esame ¢é stata evidenziata
una generale diminuzione della frazione antiossidante lipofila e idrofila rispetto al
prodotto fresco. Per quanto riguarda 1’attivita antiossidante idrofila (HAA) sono i
due prodotti “sugo alla napoletana” e “sugo al basilico” a presentare il piu alto
decremento comparati al prodotto fresco (19,07+0,11 mg/100 g FW),
rispettivamente di 3,35% e 3,61%. Mentre nel sottoprodotto “succo” la
concentrazione di antiossidanti idrofili restava invariata.

Una generale diminuzione rispetto al prodotto fresco € stata osservata anche per
I’attivita antiossidante lipofila, ma a subire la maggiore diminuzione sono stati
“sugo alla napoletana” e il “succo”, che avevano concentrazioni pari a 9,79+0,01

mg/100 g FW e 9,81+0,01 mg/100 g FW.

Tabella 4.1. Confronto medio tra vitamina C, fenoli totali, attivita antiossidanti totali lipofile e
idrofile (LAA e HAA, rispettivamente) in diversi sottoprodotti del pomodoro. Le medie = SD
all'interno delle righe e delle colonne seguite da una lettera diversa sono significativamente diverse
in base al test di Duncan (p < 0.05).

Sottoprodotti
Vitamina C Fenoli HAA LAA
el (mg/100 g FW) (mg/100 g FW) (umol TE/100 g FW)  (umol TE/100 g FW)
pomodoro

Fresco 31,95+7,44 ¢ 14,90+4,07 ¢ 19,07+0,11d 9,86+0,01d
Semilavorato 25,85+4,332 b 10,14+0,77 ab 18,84+0,03 ¢ 9,83+0,01 ¢
Passata 30,75+2,67 ¢ 11,03+1,36 b 18,67+0,12 b 9,82+0,02 c
Sugo B. 23,85+3,34 b 14,94+1,43 ¢ 18,43+0,13 a 9,83+0,01c
Sugo N. 24,97+0,87 b 11,31+1,48 b 18,38+0,11 a 9,7940,01 a
Succo 8,60+1,38 a 8,18+2,73 a 18,99+0,09 d 9,81+0,01 b

La heat map in Figura 4.5 mostrava chiaramente che alcuni composti presenti in
misura elevata nel prodotto fresco non sono presenti negli altri sottoprodotti nelle
medesime concentrazioni. In particolare, il contenuto totale di fenoli, 1’attivita

antiossidante lipofila e idrofila e la vitamina C, sono stati ritrovati in concentrazioni
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elevate solamente nei campioni pomodoro fresco non trasformato. Sicuramente e
interessante notare come in alcuni sottoprodotti, quali i sottoprodotti con aggiunte
(sugo al basilico e sugo alla napoletana), abbiamo dimostrato un aumento della
concentrazione della quota di antiossidanti lipofili, come licopene, carotenoidi e B-
carotene. Al contrario, il sottoprodotto che presentava una maggiore distanza dal
prodotto fresco risultava essere il succo, nel quale risultano invariati solo il pH e la

quota di antiossidanti idrofila.

1.5
pH I1

HAA

Licopene 05

Carotenoidi I 15

LAA

vitamina C

Fenoli

B-carotene

0oons
'8 09NsS
N 09NS

OLVHOAYTINTS I

00s344d
V1VSSvd

Figura 4.5. Analisi heat map. La figura € stata generata utilizzando il pacchetto di programmi
http://biit.cs.ut.ee/clustvis (consultato il 29 ottobre 2022).

77



5 Discussioni




| frutti del pomodoro, come quelli di molte altre specie vegetali, sono
un'importante fonte di sostanze con noti effetti benefici sulla salute, tra cui
vitamine, minerali e antiossidanti (Raiola et al., 2014). Infatti, il consumo di
pomodoro é stato associato a una riduzione del rischio di processi inflammatori, del
cancro e malattie croniche non trasmissibili (CNCD), tra cui le malattie
cardiovascolari (CVD) come la cardiopatia coronarica, I'ipertensione, I'insonnia, il
diabete e l'obesita (Raiola et al., 2014).

Per questa ragione, negli ultimi anni, i breeder hanno spostato la loro attenzione
dall’interesse nel costituire varieta con resa, taglia e forma migliorati (Ballester et
al., 2016) a voler agire soprattutto sulle caratteristiche organolettiche e la qualita
nutrizionale del pomodoro (Tieman et al., 2017).

L’acido ascorbico (AsA o vitamina C) nel frutto di pomodoro ha una
concentrazione relativamente bassa se confrontata con altri frutti (circa 10-40 mg
100 g-1 di peso fresco), anche a causa della selezione artificiale che ha determinato
la perdita di circa il 75% della diversita chimica presente nelle specie selvatiche
(Rigano et al., 2018; Ruggieri et al., 2016). Sono in corso numerosi progetti per
mettere a punto tecnologie innovative per incrementare il contenuto di AsA e di
altre molecole antiossidanti nel frutto di pomodoro. Le piante producono AsA
attraverso diverse vie biosintetiche, tra le quali la via biosintetica principale del D-
mannosio—L-galattosio e le vie biosintetiche secondarie del L-gulosio, del D-
galatturonato e del mioinositolo (Badejo et al., 2012; Mellidou et al., 2012;
Valpuesta & Botella, 2004). Il cosiddetto recycling pathway puo inoltre contribuire
aregolare I’accumulo di acido ascorbico in pianta (Chen et al., 2003). Infine, poiché
I’AsA non ¢ in grado di diffondersi attraverso il doppio strato di fosfolipidi della
membrana cellulare, a causa della sua carica negativa a valori di pH fisiologici, €
presente una classe di trasportatori che ne permette il trasporto dal citosol in diversi
compartimenti cellulari e il trasporto tra sorgente e pozzo (Ruggieri et al., 2015).

Per incrementare il contenuto di antiossidanti nel frutto di pomodoro € necessaria
una buona conoscenza dei fattori genetici che sono alla base della regolazione del
contenuto di AsA.

Per reintrodurre varianti genetiche inutilizzate da specie selvatiche in varieta

coltivate di pomodoro e per facilitare la mappatura di caratteri provenienti da
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donatori selvatici, sono state prodotte, circa 20 anni fa, 76 linee di introgressione
(IL) e altre sublinee con regioni del genoma di Solanum pennellii nel background
genetico di S. lycopersicum (Eshed & Zamir, 1995; Gur & Zamir, 2015). La
combinazione di queste risorse genetiche con quelle genomiche ha consentito
I’identificazione di geni candidati per il controllo di alcuni caratteri quantitativi,
inclusi quelli che controllano la qualita del frutto e 1’accumulo di antiossidanti
(Perez-Fons et al., 2014).

Nei laboratori del Dipartimento di Agraria € stata analizzata la linea IL7-3 e
alcune sublinee (R176, R178, R181 e R182) che recano QTL (i.e. Quantitative Trait
Loci) che controllano I’accumulo di AsA e altri antiossidanti nel frutto (Aliberti et
al., 2020; Di Matteo et al., 2010; Ruggieri et al., 2015). In particolare, la sublinea
R182, che presenta una piccola regione (448 kbp) di genoma selvatico nel
background genetico della varieta coltivata M82, mostrava una buona resa e ottime
caratteristiche qualitative dei frutti (Aliberti et al., 2020).

Per verificare se la sublinea R182 mantenga le stesse caratteristiche
qualitative osservate in piante allevate in serra anche in altri ambienti, in questa tesi
sono state analizzate le performance della sublinea R182 e della linea coltivata M82
allevate in pieno campo. E stato interessante notare un incremento dell’altezza e
della produttivita di R182 rispetto alla linea coltivata. Analisi precedenti (Calafiore
et al., 2019) non avevano evidenziato una maggiore produttivita di R182 rispetto a
M82, ma cio potrebbe essere dovuto alle diverse condizioni di allevamento
utilizzate in questo studio.

L’acidita titolabile, il contenuto di carotenoidi totali, licopene e B-carotene sono
tutti parametri importanti per la qualita dei frutti, e il loro aumento € oggi uno dei
principali obiettivi della selezione del pomodoro. Questi parametri risultavano tutti
piu alti nei frutti di R182 rispetto alla linea coltivata. La stessa sublinea, allevata in
campo aperto, mostrava, inoltre, valori di acido ascorbico ridotto e totale superiori
rispetto a M82 e a quelli solitamente riportati nelle varieta commerciali,
confermando il suo potenziale per il miglioramento genetico delle varieta attuali
(Ruggieri et al., 2016).

Un altro parametro chiave per la qualita del frutto € il °Brix che & determinato

dall'accumulo di zuccheri solubili coinvolti nel metabolismo primario. In accordo
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con Calafiore et al. (2019), i frutti della sublinea R182 allevata in pieno campo
hanno mostrato un aumento di °Brix rispetto alla linea coltivata. Questi risultati,
inoltre, sono in linea con i dati ottenuti da Ikeda et al. (2013) che hanno dimostrato
che la linea di introgressione IL7-3, parentale di R182, presenta nel frutto un
aumento dei solidi solubili rispetto a M82.

La qualita dei frutti e direttamente correlata al loro profilo metabolico e
rappresenta un'indicazione del loro valore commerciale. Acidi organici, zuccheri,
vitamina C, insieme a diversi composti antiossidanti, identificano il carattere e la
qualita del sapore e delle proprieta organolettiche delle ortive (Petkovsek et al.,
2007). Per una caratterizzazione dettagliata di questi caratteri e stata effettuata in
questa tesi un’analisi del profilo metabolico della sublinea R182, confrontandola
con M82 e con altre sublinee (R176, R178 e R181) provenienti dal medesimo
incrocio. Nelle diverse linee non variavano i tempi di maturazione, come dimostrato
dai parametri ottenuti con il colorimetro. Tuttavia, la sublinea R182 mostrava un
significativo aumento del parametro a* (rossore) che ha una relazione lineare con
la maggior parte dei costituenti del pomodoro, tra cui il licopene (Hyman et al.,
2004).

Tra gli antiossidanti lipofili, rispetto al parentale, sono state inoltre dimostrate
concentrazioni piu alte di B-carotene e di tocoferolo nelle sublinee R182 e R176,
che condividono parte della regione introgressa da S. pennellii (Calafiore et al.,
2016). Le stesse linee mostravano inoltre una concentrazione piu alta di acido
ascorbico ridotto, confermando quindi i dati ottenuti su piante allevate in pieno
campo. Come accennato in precedenza, la via principale per la biosintesi di acido
ascorbico in pianta e la via Smirnoff-Wheeler o via del d-mannosio (d-Man)/I-Gal
in cui i precursori principali sono glucosio e fruttosio (Smirnoff, 2011; Sodeyama
et al., 2021), ma esistono vie alternative tra cui quella del mioinositolo. L’analisi
sui diversi metaboliti primari condotta nel nostro studio ha mostrato un piu alto
contenuto di mioinositolo nelle sublinee R176 e R182 rispetto a M82 e una piu alta
concentrazione di fruttosio e glucosio solo in R182. Questo dimostra che la piu alta
concentrazione di AsA osservata in R182 e correlata ad una maggiore
concentrazione dei precursori della via Smirnoff-Wheeler e della via del

mioinositolo. Questi risultati confermano anche i dati osservati nelle piante allevate
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in campo. Una piu bassa concentrazione di questi metaboliti si osservava invece
nella sublinea R178, che mostrava anche una concentrazione inferiore di acido
ascorbico rispetto alle altre sublinee. E interessante notare che la regione introgressa
da S. pennellii in questa sublinea ha una dimensione maggiore rispetto a quella
introgressa nelle sublinee R182 e R176.

Anche gli acidi organici influenzano attivamente la qualita complessiva del
frutto di pomodoro che contiene solitamente alte concentrazioni di acido fumarico
e succinico (Uluisik, 2021). In questo studio, alte concentrazioni di questi acidi sono
state ritrovate nella sublinea R178 rispetto al parentale; valori piu bassi sono stati
invece riscontrati nella sublinea R182.

Considerando tutti i dati metabolici, le sublinee R176 e R182, risultano essere di
particolare interesse per lo sviluppo di alimenti biofortificati. Infatti le due sublinee
mostravano contemporaneamente alti livelli di tocoferolo e vitamina C, che
agiscono in maniera sinergica nel corpo umano quando ingeriti tramite la dieta. Una
dieta ricca di vitamina E, infatti, non puo avere un effetto ottimale se non e anche
ricca di alimenti che forniscono vitamina C, vitamina B3, selenio e glutatione
(Glynn et al., 2007).

Confrontando i dati ottenuti dalle analisi qualitative e metabolomiche con le
regioni d’introgressione di tutte le sublinee analizzate, si puo quindi ipotizzare che
la variabilita dei diversi metaboliti e legata al segmento selvatico introgresso. Le
sublinee R182, R176 presentano una porzione introgressa da S. pennellii in comune.
Pertanto, e plausibile che i geni che aumentano il contenuto di AsA nel frutto di
queste linee sono localizzati nella parte a monte della regione d’introgressione,
come inizialmente ipotizzato (Aliberti et al., 2020). La regione introgressa da S.
pennellii in R178, che accumula meno AsA nel frutto, ha invece una dimensione
maggiore rispetto a quella introgressa nelle sublinee R182 e R176. Quindi &
possibile ipotizzare la presenza di geni che influenzano negativamente 1’accumulo
di AsA a valle di questo segmento introgresso.

La sublinea R182 oltre ad essere stata oggetto di analisi qualitative approfondite,
¢ stata anche protagonista di analisi genomiche in diversi studi condotti
precedentemente nel nostro gruppo di ricerca (Aliberti et al., 2020; Calafiore et al.,

2019). Gli strumenti genomici utilizzati per ricostruire la regione introgressa nella
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sublinea R182 di S. pennellii hanno dimostrato che 39 geni selvatici hanno sostituito
33 geni coltivati. Un gruppo di geni mappati a monte e a valle della regione
introgressa sono stati identificati come geni candidati che controllano il contenuto
di acido ascorbico nei frutti della sublinea e sono indirettamente o direttamente
coinvolti nelle vie degli zuccheri. Tra tutti i geni presenti nella regione di
introgressione di R182 (Aliberti et al., 2020) 1’attenzione si € concentrata sul gene
Solyc07g049310 (Major Facilitator Superfamily Protein; MFSP) e su un gene a
valle della stessa regione, Solyc07g049320 (Nucleobase Ascorbate Transporter;
NAT). Entrambi i geni potrebbero svolgere un ruolo indiretto nella biosintesi,
nell'accumulo di AsA e nel controllo di altri caratteri qualitativi in pomodoro. Il
gene Solyc07g049310/Sopen07g024640 codifica per una proteina della famiglia
Major Facilitator Superfamily (MFS) a cui appartengono trasportatori di zucchero
(Wang et al., 2016). La Major Facilitator Superfamily & universale negli organismi
viventi e rappresenta il piu grande gruppo di trasportatori secondari attivi di
membrana, che mediante delle proteine trasportano gli zuccheri attraverso la
membrana plasmatica o la membrana vacuolare (Reuscher et al., 2014). Nonostante
I'importanza della MFS in termini di numero di proteine e prevalenza diffusa, le
informazioni disponibili su questi trasportatori di membrana sono scarse. Studi
svolti sul genoma di Arabidopsis thaliana hanno affermato che questa
superfamiglia di trasportatori sia composta da 218 membri raggruppati in 22
famiglie (Nifio-Gonzalez et al., 2019). Il gene che é stato preso in considerazione
in questo lavoro di tesi appartiene alla famiglia dei “plastidic glucose translocator”
(pGlIcT). Questa famiglia € la meno caratterizzata, con il numero piu piccolo di
membri, ma grazie alla loro localizzazione e funzione questi sono bersagli
promettenti nella ricerca di nuove proteine di trasporto che controllano il
movimento degli zuccheri tra i compartimenti cellulari nei frutti, ad esempio
I'accumulo di glucosio nei vacuoli delle cellule del mesocarpo (Reuscher et al.,
2014). 1l secondo gene identificato a valle della regione introgressa
(Solyc07g049320) codifica per una Nucleobase Ascorbate Transporter (NAT),
coinvolto nel trasporto dell’ AsA tra i diversi compartimenti intracellulari (Calafiore
etal., 2016). In bibliografia sono disponibili poche informazioni su questo gene nel

pomodoro. Cai et al. (2014) hanno eseguito un’analisi sistematica per identificare i
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geni NAT nel genoma del pomodoro ed é stato rilevato che sono presenti in totale
12 geni NAT. Il numero di geni NAT e simile a studi precedenti su Arabidopsis e
riso (Maurino et al., 2006). In aggiunta, un’analisi strutturale ha mostrato che i geni
NAT erano dispersi su tutti i cromosomi tranne nel 8 e 9. Inoltre, i cromosomi 4 e
11 presentano due geni NAT ciascuno, mentre solo un gene sul resto dei
cromosomi.

Il sistema CRISPR/Cas9, individuato nei batteri come sistema immunitario a
carattere adattativo, si e rivelato uno strumento molto utile da impiegare nel campo
del genome editing. Nel nostro studio, abbiamo scelto di adoperare tale sistema per
ottenere mutanti knock-out dei suddetti geni candidati nella sublinea R182 e
confermare il loro ruolo nell’accumulo in AsA in pomodoro. Essendo questa
sublinea ottenuta mediante incrocio con un parentale selvatico (S. pennellii), € stata
effettuata una preliminare prova di rigenerazione in vitro per confermare I’effettiva
adattabilita di questo genotipo alla trasformazione genetica. La prova di
rigenerazione ha messo in luce le potenzialita della suddetta linea nelle colture in
vitro riportando risultati simili a quelli mostrati da Tadeu de Faria et al. (2002), che
hanno evidenziato maggiori tassi di rigenerazione nelle specie selvatiche di
pomodoro rispetto alle cultivar di pomodoro commerciali. La trasformazione
mediata da A. tumefaciens ha riportato un’efficienza di trasformazione della
sublinea R182 del 12.36% per il gene MFSP e 10,6% per il gene NAT. L'efficienza
di trasformazione complessiva riportata nel presente studio € significativamente piu
alta rispetto a quella di studi precedenti, riportati per altre specie, che era del 10-
15% (Van Eck et al., 2017).

Quindi sono state generate, usando il sistema CRISPR/Cas9, linee editate di
R182 per i due geni candidati. In dettaglio nella generazione T1 sono state ottenute
53 piante mutate per il gene MFSP e 24 per il gene NAT. La suddetta progenie e
stata analizzata per verificare le mutazioni ottenute e I’assenza del gene Cas9,
portando alla selezione di 2 mutanti per ciascun gene. Per il gene MFSP i due
mutanti selezionati sono stati R182_A/Tins e R182_Tins, presentanti entrambi
un’inserzione di base, che dovrebbe causare un blocco nella traduzione della

proteina corrispondente. Per il gene NAT sono stati selezionati i mutanti
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R182_4/6del e R182_6del, presentanti entrambe una delezione. In questo caso
I’interruzione della traduzione era prevista solo nel mutante biallelico R182_4/6del.

Una preliminare fenotipizzazione é stata condotta sui genotipi wild type M82 e
R182 e sui 2 mutanti per ogni gene. Nei mutanti R182_A/Tins, R182_Tins e
R182_4/6del, come da ipotesi iniziale, 1’editing genomico ha portato ad un minor
accumulo di acido ascorbico nel frutto. Questi risultati sono in linea con il contenuto
di metaboliti primari analizzati nelle stesse linee editate. Per il gene appartenente
alla Major Facilitator Superfamily Protein (MFSP) i mutanti con un’inserzione di
1 coppia di basi (A/T) hanno riportato una minore concentrazione di saccarosio,
glucosio e fruttosio rispetto alla sublinea non trasformata R182. Nelle piante mutate
per il gene NAT e stato osservato un comportamento differente a seconda della
mutazione. Il mutante riportante una delezione di 6 paia di basi non ha mostrato un
diverso profilo metabolico rispetto a R182, mentre la linea editata con una delezione
di 4/6 paia di basi ha riportato concentrazioni molto basse di glucosio e fruttosio,
principali precursori della biosintesi di acido ascorbico in pianta.

Questi risultati preliminari ci hanno permesso di confermare [I’effettivo
coinvolgimento dei geni candidati MFSP e NAT nel trasporto e accumulo
dell’acido ascorbico in bacca e di identificare un nuovo genotipo, R182, con un’alta
efficacia di rigenerazione nelle colture in vitro.

| diversi sforzi e progressi, come il genome editing e la ricerca di nuova
variabilita genetica nelle linee di introgressione, sono volti tutti alla forte esigenza
di biofortificazione del pomodoro, che ¢ legata indissolubilmente all’importanza
che riveste 1’acido ascorbico nell’alimentazione e la sua biodisponibilita nell’uomo.
Il pomodoro € infatti uno delle fonti principali di questo antiossidante, considerando
anche la sua ampia diffusione e il suo utilizzo nella dieta mediterranea. Nel 2018 la
produzione mondiale di pomodoro ha superato i 182 milioni di tonnellate e si stima
che piu di un quarto della produzione sia stata sottoposta a trasformazione, con un
aumento di circa 5,4-9,0 milioni di tonnellate di sottoprodotti (Lu et al., 2019). Alla
luce di questi dati, un’attenzione maggiore deve esser posta all’effetto della
manipolazione industriale sul contenuto di vitamina C del prodotto fresco (Iswari
& Susanti, 2016; Raiola et al., 2014). Questo € uno degli aspetti trattati nel seguente

elaborato, trovando inserimento in un progetto in collaborazione con I’industria
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Bioltalia. Questo studio prevedeva la valutazione degli effetti del processo di
trasformazione sul contenuto dei principali composti nutraceutici in cinque
sottoprodotti del pomodoro (pomodoro semilavorato, passata di pomodoro, sugo di
pomodoro pronto al basilico e alla napoletana e il succo di pomodoro). Una serie di
fasi di trasformazione multiple, tra cui il trattamento termico, I'evaporazione, la
pastorizzazione, la sterilizzazione e [l'inscatolamento, sono coinvolte nella
lavorazione del pomodoro, per inattivare i microrganismi, ammorbidire i tessuti e
ridurre il contenuto di acqua (Lima et al., 2022).

E stato dimostrato che i vari metodi di cottura industriali influiscono sui livelli
di vitamina C dei pomodori (Iswari & Susanti, 2016). In accordo con questo studio,
i dati relativi alla concentrazione di vitamina C nei prodotti trasformati analizzati
in questo lavoro hanno dimostrato una degradazione dell’AsA in tutte le matrici,
fatta eccezione per la passata di pomodoro. La matrice con la piu alta riduzione di
questo composto é stato il succo, il quale subisce sia I'omogeneizzazione che il
trattamento termico. Il trattamento termico e/o omogeneizzazione possono alterare
la matrice cellulare del pomodoro, determinando la biodisponibilita di diversi
nutrienti (van het Hof et al., 2000).

Il livello dei composti fenolici e dell’attivita antiossidante di ciascuna matrice
analizzata e stato fortemente impattato dai trattamenti termici, la maggior parte di
questi ha mostrato una differenza significativa rispetto al prodotto fresco. Questo
risultato e in accordo con Iswari & Susanti (2016), in cui il metodo di riscaldamento
ha avuto un impatto diretto sull'attivita antiossidante del sottoprodotto riscaldato.

A causa della struttura altamente insatura del licopene e degli altri carotenoidi
essi sono suscettibili di ossidazione durante le varie fasi di lavorazione degli
alimenti (Kobori et al., 2014). Nelle diverse matrici analizzate non & stato
riscontrato un effetto termico, in accordo con Koh et al. (2012), che riporta
anch’esso una stabilita del licopene durante il trattamento termico iniziale (rottura
a caldo; 93 °C per 5 min), durante la preparazione del concentrato di pomodoro.
Interessante da notare € il piu alto contenuto di licopene ritrovato nel sugo alla
napoletana rispetto al prodotto fresco, fattore dipendente dall’aggiunta di
ingredienti, quali olio, sale, cipolla, origano e basilico. Come dimostrato da Saini et

al. (2020), durante l'aggiunta di olio ai prodotti a base di pomodoro (ad esempio
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preparazione di salse), le formazioni dell'isomero Z del licopene sono preferite
cineticamente e termodinamicamente alla loro controparte E, portando ad un
maggiore contenuto di licopene totale. Pertanto, alti livelli di isomeri Z del licopene
si trovano in tali prodotti trasformati. E noto che le forme E del licopene sono a
bassa bioaccessibilita rispetto alle forme Z altamente bioaccessibili e bioattive
(Rinaldi de Alvarenga et al., 2017).

Considerando i risultati ottenuti con il seguente lavoro e stato possibile
confermare ’effettiva perdita di composti nutraceutici, incluso 1’acido ascorbico,
causata dai diversi trattamenti termici richiesti dall’industria conserviera. Il
pomodoro fresco continua quindi a rappresentare la fonte preferibile di acido

ascorbico e altri composti antiossidanti benefici alla salute umana.
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6 Conclusioni




Lo scopo principale della presente tesi era aumentare le conoscenze relative alla
biosintesi e all’accumulo di acido ascorbico nei frutti di pomodoro ¢ la sua
biodisponibilita nei prodotti a base di pomodoro trasformati dall’industria. L’acido
ascorbico, comunemente conosciuto come vitamina C, &€ uno dei piu importanti
composti antiossidanti per I’'uomo, che non ¢ in grado di sintetizzarlo e deve
assumerlo con I’alimentazione. Questa vitamina, come altre molecole antiossidanti
(carotenoidi, fenoli), svolge un ruolo protettivo contro varie malattie

cardiovascolari, cancro e inflammazioni.

Nel primo capitolo, la caratterizzazione per i caratteri produttivi e qualitativi
delle quatto sublinee della linea d’introgressione 7-3 di S. pennellii effettuata in
diverse condizioni ambientali, ha permesso di selezionare le sublinee R182 e R176
come buone candidate per la biofortificazione del pomodoro.

Queste due sublinee condividono parte della regione introgressa di S. pennellii
ed entrambe hanno presentato alti livelli di vitamina E e C che agiscono in maniera
sinergica nel corpo umano quando ingeriti tramite la dieta. | risultati ottenuti hanno
dimostrato che le miglior performance della sublinea R182 non dipendono
dall’ambiente di crescita ma dalla regione introgressa proveniente dalla specie

selvatica.

Nel secondo capitolo, considerando i dati ottenuti dalla caratterizzazione delle
sublinee e quelli dei lavori precedenti svolti nel nostro laboratorio, é stata scelta la
sublinea R182 per identificare e confermare la funzione di alcuni geni candidati
nell’accumulo dell’acido ascorbico, utilizzando la tecnica CRISPR/Cas9. Tra tutti
i geni presenti nella regione di introgressione di R182 I’attenzione si ¢ concentrata
sul gene Solyc07g049310 (Major Facilitator Superfamily Protein; MFSP) e su un
gene a valle della stessa regione, Solyc07g049320 (Nucleobase Ascorbate
Transporter; NAT). Il gene MFSP ¢ coinvolto nell’importazione e
nell’esportazione di zuccheri che sono precursori della biosintesi dell’acido
ascorbico. Il gene NAT invece potrebbe avere un ruolo nel trasporto di acido
ascorbico tra i diversi compartimenti intracellulari. | risultati ottenuti dall’analisi

genomiche e metabolomiche ci hanno permesso di affermare [ effettivo
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coinvolgimento dei geni candidati MSFP e NAT nel trasporto e accumulo

dell’acido ascorbico in bacca.

Nel terzo capitolo, considerando gli aumenti del consumo di prodotti a base di
pomodoro trasformati dall’industria sono stati valutati gli effetti del processo di
trasformazione sul contenuto dei composti antiossidanti. Dall’analisi di diversi
sottoprodotti ottenuti con tecniche di trasformazione diverse, & stato affermato

I’effettiva perdita di antiossidanti dovuta ai processi termici.

Complessivamente, nella presente tesi la combinazione delle risorge genetiche e
genomiche disponibili per il pomodoro ha permesso di ottenere nuove informazioni
sulla funzione di alcuni geni candidati per I’accumulo di acido ascorbico nel frutto
e di selezionare genotipi superiori. Inoltre, € stato dimostrato che i trattamenti
termici della trasformazione industriale portano a una perdita di composti

antiossidanti.

Tutti questi risultati potrebbero essere sfruttati nel prossimo futuro per produrre
frutti di pomodoro con un valore nutritivo piu elevato e ottimizzare il processo
produttivo dei prodotti trasformati a base di pomodoro, riducendo a minino le

perdite dei composti nutraceutici.
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8 Materiale supplementare




Tabella S8.1. Analisi della varianza dei diversi parametri nei genotipi M82 e R182 coltivati in

pieno campo.
Significativita
G
Altezza (cm) **
Peso fresco (g) ns
Resa (kg/pt) ns
Solidi solubili (°Brix) ok
Acidita titolabile (g/100 g FW) falele
Consistenza della polpa (Kg/cm?) ns
Carotenoidi (mg/100 g FW) Fhx
B-carotene (mg/100 g FW) ekl
Licopene (mg/100 g FW) falele
Acido ascorbico ridotto (mg/100 g FW) Fhx
Acido ascorbico totale (mg/100 g FW) Fhx
Fenoli (mg/100 g FW) **

G = genotipo, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001

Tabella S8.2. Analisi della varianza dei diversi parametri misurati sulle sublinee R176, R178, R181,

R182 IL 7-3 e della linea coltivata M82.

Significativita

G

Solidi solubili (°Brix) ns
Consistenza della polpa (Kg/cm?) faleded
L* ns

a* **

b* ns

a*/b* ns

(a*)%/(b*)? ns
((@*)2+(b*)?)0s ns
Acido ascorbico ridotto (mg/100 g FW) Fhx
Acido ascorbico totale (mg/100 g FW) **
Fitoene (ug/g DW) ool

Luteina (ug/g DW) ns
B-carotene (ug/g DW) falak
Licopene (ug/g DW) ns

Carotenoidi totali (ug/g DW) *
Tocoferolo (ug/g DW) ool

G = genotipo, *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001
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