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1. INTRODUZIONE

1.1 PIANTE GENETICAMENTE MODIFICATE E LORO DI FFUSIONE

Gli organismi portatori di uno o piu geni eterologhi non naturalmente presertrael
genoma, opure recanti mutazioni indottéspetto ai geniwild-type vengono definiti
geneticamente modificati o piu semplicemente, transgehigeni eterologhi possm
appartenere ad un organismo diverso oppure essere costrutti chimerici comprendenti parti
di geni di ver si . Lébespressione di tal.i ge
da promotori anchbéessi eterologhi
Quanto detto applicato al regno vegetale porta alla produzione di piante geneticamente
modificate (PGM). Attualmente il numero di piante geneticamente modificate utilizzate in
agricoltura supera abbondantemente la dozzina di specie e tra esse non pegenzia
solo le major crops coltivate estensivamente su tutto il pianeta, amche specie
ornamentali come la petunia e il garofano e spelugecrescono solo in determinate regioni
del pianeta (mango, banana, papagdegate apecifichetradizioni cultuali. [Clive 2008]
Comungue sai osserva la diffusione commerciale di piante transgeniche, si nota che |l
99% di esse € rappresentato da splattro specieSoig Mais, Cotonee Colzamodificate
per ottenere la tolleranza agli erbicidi (principalneeratl glyphosateo al glufosinato,
cosiddetti erbicidi ad ampio spettro) o la resistenza ad alcuni insetti (ad esempio la piralide
o la diabrotica per il maiskig.1.1:-1.2
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Fig.1.1 Superficie mondiale coltivata come major cropsGM


http://it.wikipedia.org/wiki/Glycine_max
http://it.wikipedia.org/wiki/Zea_mays
http://it.wikipedia.org/wiki/Cotone
http://it.wikipedia.org/wiki/Colza
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Fig.1.2 Principali caratteri introdotti nel le major cropsGM

Secondo i dati diffusi dallISAAA (International Service for the Acquisition of Agri
biotechnology Applications) nel 2008, la superficie mondiale coltivata con piante
transgeniche superavd25 milioni di ettari, rispetto ai 114,3 milioni di ettari del 2067l

trend sembra essere in continua crescita con un incremento annuo di circagoaDdnil
ettari. | paesi dove si coltivano maggiormente piante transgeniche tat: Uniti,
Argentina, Canada, Brasile e Cina. In Europa vi sono piccole coltivazioni in Germania e
Francia, mentre la Spagna e alcune nazioni delllEuropa orientale giavatai dinni
coltivano alcune decine di migliaia di ettari con piante transgeniche. In totale, il numero di
paesi in cusi coltivano PGM € passato dai 22 del 2007 ai 25 del 2008 in seguito
all aggiunta di due paesi a Pblivia. Questib5pdest g i t t
rappresentano il 55% della popolazione mondiale e il 52% della terréeadabimonda

(Fig. 1.3)[www.isaa.org.



Global Status of GM Crops in 2008
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Fig.1.3 Diffusione delle coltivazioni transgeniche nel mondo

1.2 POSSIBILI RISCHI ASSO CIATI ALLA COLTIVAZIONE E ALL @UTILIZZO DI

PIANTE TRANSGENICHE

Molti ritengono che le conseguenze sulla salute umana e sugli ecosistemi, a seguito
del | 6i nt r o dienteidiopramte tnansdehiobea srano del tutto imprevedibili e che
per quanto raffinate e restrittive siano le norme autorizzative per gli OGM esse non
saranno mai in grado di misurare in modo esaustivo e di escludere la presenza di rischi
legati all'adozpne di un nuovo OGM. Oggi esiste un quadro normativo che identifica delle
norme precise per garantire il controllo e la gestione dei possibili rischi legati alla
diffusione delle piante transgeniche, primo tra tuttiPiotocollo di Cartagenaulla
Biosicurezza, nato per assicurare la protezione contro i possibili effetti negativi sulla
biodiversita, oltre che le leggi nazionali e comunitariewjw.cbd.in{

Di seguito sono descritti alcuni dei potenziali rischi che vengono attribuiti alle piante

transgeniche e alla loro coltivazione e utilizzazione su larga scala.


http://it.wikipedia.org/wiki/Protocollo_di_Cartagena
http://www.cbd.int/

REAZIONI ALLERGICHE

Uno dei rischi potenziali legato alla modifitane genetica delle piante ad uso alimentare

e che l'inserto genico porti alla produzionepdoteinenon normalmente presenti nella
pianta stessa e che potrebbero caussaioni allergichen soggetti predisposti. Questo
evento e gia avvenuto nella storia degli OGM infadfil i i ni zi degl i anr
rendere la soia piu nutriente inserendo nel smma un gene che codificava una proteina
dell a noce brasiliana, con | 6intento di a
amminoacidi di cui la soia & povera. La modificene genetica aveva pero trasferito nella

soia anche i geni che codifiean p er l 6al bumina 285, il pri
[Nordleeet al 1996]

Poiché questo tipo di problema potrebbe presentarsi anche in altre varieta, I'analisi di tale
potenziale rischio & per legge obbligatorio sia nelle fasi di sviluppo dei n®M €he

nelle procedure di autorizzazione. Oggi infatti, grazie alle conoscenze acquisite
dall'allergologia, € in parte possibile prevedere se una nuova proteina puo avere o0 meno un
potenziale allergenico. Inoltre & previsto un piano di monitoraggiegumtizzazione che
consenta in ogni caso di verificare la bonta della valutazione e, qualora emergessero
problematiche, di ritirare il prodotto per ulteriori verifiche. Va comunque ricordato che non
tutti gli OGM contengono nuove proteine, a volte si diffeiano per la mancanza di una
proteina presente invece nel corrispettivo convenzionale; € questo il cgsmrdaioroa
maturazione rallentata, in cui uenzima coinvolto nella maturazionenel pomodoro
tradizionale viene eliminato tramite una modificazigeeetica.

Paradossalmente le piante GM possono addirittura essere progettate per ridurre il
potenziale allergenico degli alimenfuesto tentativo e stato fatto ed e stato coronato da
successo in Giappone. Qui alcuni ricercatori sono riusciti a ridetr@é@B0% i livelli di

una proteina allergenicaresente nel riso inserendo un gene antisenso che ne blocca la

produzione, sconfiggendo quindi una delle allergie alimentari piu diffuse fra i giappones


http://it.wikipedia.org/wiki/Proteine
http://it.wikipedia.org/wiki/Allergia
http://it.wikipedia.org/wiki/Pomodoro
http://it.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://it.wikipedia.org/w/index.php?title=Maturazione&action=edit&redlink=1

DIMINUZIONE DELLA BIO DIVERSITA

I n generale con il ineemdeael dbneoidemer di t td
geneticamente dissimili e degli ecosistemi ad esse cort@lgipssono distinguere almeno

tre tipi di biodiversita in relazione ad altrettanti livelli di organiiaae biologica:

0O intraspecifica: costituita dal numer o di
stessa specie animale o vegetale

O interspecifica: definita sostanzial ment e
0 ecosi st e astraoainariavarieta di sistemilecologici esistenti sulla terra

Le attivita antropiche, distruggendo interi paesaggi naturali, ecosistemi ed habitat
particolari, stanno causando un rapido de
un grande amero di specie.

E un processo irreversibile il cui incalcolabile danno non potra piti essere riparato. La
biodiversita in generale € molto importante poiché garantisce le capacita di adattamento e
la persistenza dei biosistemi contro le mutevoli condizéonbientali. Costituisce inoltre

un prezioso serbatoio di geni da cui at
agroalimentare, selvicolturale, zootecnico e industridl@ biodiversita € inoltre
fondamentalger far fronte d eventualidi stress alatici molto intensio allo sviluppo di

agenti patogeni particolarmente aggressivi che in alcuni casi hanno portato al collasso
interi sistemi agrari, causando gravi danni economici e sociali.

Lo sviluppo delle colture transgeniche potrebbe avere unceeffetiativo sulla biodiversita

delle piante cdtivate e/o delle piante spontaneeiaGa diffusione delle monocolture in
agricoltura ha ridotto considerevolmente il numero di vagettivate che negli ultimi 50

anni é passato da 500 a circa 200;imaumero delle cultivar di piante utilizzate per la
produzione di linee transgeniche & ancora minore di quello delieta attualmente
coltivate. | n guesto senso | 6i ntroduzione di F
ulteriormente il numero di varieta utilizgacon il rischio di perdere estesi raccolti nel caso

l a variet”™ wutilizzata si di mostrasse ineff

Il rischio comunqgue che le specie transgeniche si comportino come specie invasive, che si

affermano cioe neléecosi st ema a danno di altre spec
dai bi ol ogi del | 61l UCN (I nternational Uni o
Resources), come marginale rispetto all di

stesse &nno sulla biodiversita.[www.conservationmeasures.org].
Anche la composizione della microflora e microfauna associata alle piante transgeniche

potrebbe essere in pericolo; infatti sea domposizione della microflorassociata alla
8



rizosfera, sia le intez@oni piantamicrorganismirisultano direttamente dipendenti dagli
essudati prodotti dalla particolare specie e/o varieta di pianta e potrebbero percio essere
stravolte dall 6i ntr dGraystonedal £998Biaisetal.1®%Be t r a n s

| NQUINAMENTO GENETICO: DIFFUSIONE DI TRANSGENI

Negl i organi s mi procari ot i trasferir
nor mal mente in maniera fdAvertical eo, ci o
Adi visione c¢l onal e 0 ;lulaimadreciuodengom duecallde figia un
uguali. Tale tipo di trasferimento della informazione genetica implica che tali organismi,
per adattarsi ai cambi ament i ambiental.
Amut azioni o0, o v v eali ael geaambh idavutie adt darrori ;ells sua
duplicazione e/o a spostamenti di sue porzioni (trasposoni).

Nel corso dell éevoluzione tali organi s mi
consentono lo scambio di materiale genetico fra individui differdrgi.particolarita
interessante di tali meccanismi, che li rende per certi versi piu avanzati della riproduzione
sessuata, € che permettono di effettuare scambi di materiale genetico anche con bassi gradi
di omologia arrivando anche allo scambio eterologog dra specie differenti, cosa
assolutamente impossibile attraverso la riproduzione sessuata. Il realizzarsi di tale
eventualita é definitaome trasferimento orizzontakee | | 6i nf or mazi one ge
I n relazione all o6util i zztodi gleoccupazidhe ngnaada d e |
proprio la possibilita di trasferimento di materiale genetico tra specie diverse con possibile
diffusione incontrollata di transgeni tra la comunitd microbica del suolo. Gli scambi
genetici nel suolo dipendono dalle sue carattiche fisicechimiche, dal tipo di pratiche
agronomiche (ad esempio se lasciato incolto o soggetto a frequenti lavorazioni), dalla
presenza o meno di copertura vegetale, e dalle condizioni climatiche della zona. Tali
caratteristi chaa micnobidauee it ailn amplesdoa tetlei reazioni
biochimiche che avvengono di consegueniao studicha evidenziato la possibilita che il

DNA si muova velocemente lungo i profili del suolo, sfuggendo alla degradazione,
all aument ar e ddeil gcuoensttebnuulttoi modriincopr esenz:
percol azione dell dacqua. I n questo modo |
potrebbe giungere anche a notevoli distanze dal luogo di origine.qPalte2003]

Sulla base di quantespostof i nor a si pu, gui ndi i ntender

| 6i ntroduzione antropica di geni non prese
9



definizione non e perd sufficiente in quanto la semplice presenza nel suolo di geni
Aestranei alaloro espréssgné riegli eventuali organismi ospiti e neppure il
conferimento a questi di significativi vantaggi evoluzionistici. Nella definizione di

Ai nqui nament o geneticoo vanno gui ndi i n

Aaf f er mazinoin efde scthreanieigoe devono poter real.

RESISTENZA AGLI ANTIBIOTICI La resistenza dei batteri agli antibiotici € aumentata

mol to negl:. ul t i mi decenni e questo ha d
antibiotici per trattaree contr ol | ar e mol ti tipi di ma
di mostrato che |1 O0uso intensivo di antibio

microbiche poiché le popolazioni batteriche resistenti acquisiscono un vantaggio selettivo
rispetto dle popolazioni sensibili. [ Smallet al 2000]

Gli ambienti naturali, rappresentano una riserva di geni di resistenza agli antibiotici, tali
geni sono presenti nei batteri coltivabili che pero rappresentano solo una piccolissima parte
delle popolazioni batteriche totali presenti; infatti, come dimostrato recentemente
utilizzando librerie di DNA estratto da suolo, geni di resistenza agli antibiotici sono
presenti anche in moltissime specie non coltivabili. [Riesergeldl 2004]. A questo

punto é facilnente intuibile come cambiamenti negli ecosistemi, che potrebbero essere
causat. dall 6introduzione di coltivazio
imprevedibili sullo sviluppo di nuove resistenze agli antibiotici nei microrganismi presenti
nel | ote.fMaitireez 2008; Demaneckeal 2008]

La prima generazione di piante geneticamente modificate e stata ottenuta utilizzando geni
di resistenza agli antibioticQuesti geni nonostante siano utilizzati soprattutto nelle fasi di
costruzione di plasmide/o vettori necessari per la trasformazione delle piantejolti

casi restano anche nel prodotto finito.

Il gene di resistenza maggiormente utilizzato nelle biotecnologie vegetali € ihgghe
codificante pera neomicina fosfotransferasi Il che derisce resistenza agli antibiotici
neomicina, kanamicina e numerosi analoghi aminoglicosidi. Questo antibiotico € utilizzato
in medicina per il trattamento di alcune forme di otite, congiuntivite e infezioni della pelle.
[Goldsteinet al 2005] Molti bate r i resistent. all anti bi ot
in differenti ambienti naturali: diversi tipi di suolo, rive di fiumi e laghi, acque di

depurazione, letame suino, ecc. Nella quasi totalita di questi batteri isolati, la resistenza

10



alla kanamiaha era dovutal genenptll la cui presenza quindi € molto diffusa in ambienti

anche diversissimi. [ Smal&t al. 1993]

Uno dei principald@ rischi | egat. all dut il |
possibilita che tali geni possano essere trasferiti dalle piante GM a batteri patogeni umani
e/o simbionti o batteri associati a piante e suolo. La creaeidtmeoltivazione estensiva di

piante transgeniche contenenti geni di resistenza agli antibiotici determina un incremento
del |l a presenza di tali geni nel |l 6ambi ent e
DNA transgenico n e leteriniaareb fer@menied] tragieoimente kiib e
resistenza agli antibiotici tra batteri e batteri e/o tra pianta e batteri [Betrele2004].

'l suolo  uno degli ambienti naturali mac¢
pi ante tr aasberali sudoeesescital nunderose funzioni essenziali per

| 6ecosi stema terrestre fungendo da suppor
nutritivi, per la degradazione di qualsiasi sostanza che ad esso giunge, per la depurazione
delle acque. U ruolo di fondamentale importanza per lo svolgimento di queste funzioni é
ricoperto dai microrganismi, attraverso azioni di molteplice natura. | microorganismi
intervengono infatti nella mineralizzazione della sostanza organica, nella sintesi dell'azoto,
nella formazione dell’humus, agiscono sulla mobilizzazione degli elementi minerali, e
instaurano rapporti di interazione con le piante determinando cosi la qualita e la fertilita del
suolo. I microrganismi rappresentano dunque una componente di fondamep@itanza

per la fertilitd dei terreni e svolgono un ruolo insostituibile, in mancanza del quale il
terreno rappresenterebbe semplicemente un inerte supporto meccanico.

Nel suolo, inoltre, data la presenza di una moltitudine di specie viventi vi € anehe
elevata quantita di materiale genetico estremamente differenziato

Il DNA transgenicoe rilasciato nel suolo durante i processi di decomposizione dei tessuti
vegetali. E6 stato di mostrato che tale DN,
swl o, essere protetto dal e rimarere,aancheoperdnelti | e
mesi, biologicamente attivo per la trasformazione naturale dei microrganismi.

I microrganismi tellurici possono essere esposti ed essere trasformati geneticamente sia
durante il processo di decomposizione, sia successivamente, ma risulta molto difficile
determinare la frequenza di tali eventi di trasformazione.[ Widihat. 1996]

La persistenza del DNA nel suolo sembra dipendere da fattori biotici e abiotici, in
particolare influisce la diversa composizione minerale del sublminerali argillosi

risultano particolarmenter e at t i v i nel | 6 4adgs dirabgilla, anfatti, | DI

(montmorillonite) pud adsorbire fino a 30 mg di DNBertollaet al 1999
11



| MPATTO DELLE COLTURE GM SUI MICRORGANISMI NON-TARGET ASSOCIATI A

PIANTE E SUOLO

Le comunita microbiche del suokono espostalle PGM e ai prodotti delle PGM in
diversimodi. | microrganismi che ne fanno pagpessono essere esposti direttamente alle
radici dellePGM, o indirettamentagli essudati delle stesse o ancora ai residui vegetal
transgeni possono venirsi a trovare sulla superficie del suolo o anche in profondita a
seguito delle lavorazioni periodiche cui va incontro un suolo coltiyaig. 1.4)[ Dunfield

and Germida 2004]

Transgene
2\
Residui colturali

Transgeni in superficie
<> >
P ~
* (— O —
—_—

<>

>
>
(—

Essudati radicali
Proteine transgeniche nella

rizosfera 4.
—
—

Transgeni adsorbiti
al terreno dopo le
lavorazioni

Fig. 1.4 Potenziali siti di interazione fra transgeni e comunita microbiche

Al cune proteine, codi ficate dai transge.l
direttamente dalle radici delle piante o attraverso ferifgssono essere presenti negli
essudati radicaiE6 st at o di mostrato il rilascio ¢
transgenico (Bt) nella rizosfera, dove mantiene la $tiata insetticida per almeno 33
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settimane in quanto capace di legarsi alle gpzelle di argilla del suolo doveesta ben
protetta dalla degradazione microbica. Questo studio suggerisce possibili effetti di lungo
periodo sugli organismi netarget o sulla selezione di insetti target resistenti alla tossina.
[Saxena and Stotzky 2000]

La degradazione della proteina Bt nel suolo e attualmente oggetto di numerospktudi
soprattutto a verificare caso per caso la degradabilita dei residui veggtiainti GM Bt

in suoli ed ambienti pedoclimatici divsr [Hopkins and Gregorich, 20p4

Comungue il principale settore di studi riguardante gli effetti delle piante transgeniche sui
microrganismi ambientali non target riguarda la possibilita di trasferimento genico

orizzontale dalle piante transgeniche ai batteri associati a piante e suolo.

1.31L TRASFERIMENTO GENI CO ORIZZONTALE

La scoperta del trasferimento genico orizzontale risale al 1928 quando lo scienziato Fred
Griffith verifico il trasferimento di materiale genetico da ceppi $fireptococcus
pneumoniaeirulenti a ceppi non virulenti diel stessa specieediante un meccanismo che

egli chiamo trasformazione. [Keese 2008]. Odgneccanismo del trasferimento genico
orizzontale (HGT) é stato dimostragoben caratterizzato nei baitper i quali rappresenta

un importante meccanismo evolutivo [Loresizal. 1994]. Per i batteri lo scambio genico
orizzontale puo avvenire per diverse vie:

1 Dbatteri con capacita coniugative possono trasferire a batteettoriuna grande
guantita di squenze; gli elementi necessari alla coniugazione possono trovarsi su
plasmidi o su trasposoni ed essere eventualmente integrati nel genoma. In questo
caso, durante la coniugazione, vengono trasferite anche sequenze cromosomiche.

1 Il processo di trasduzionenediato da batteriofagi, prevede che un fago il cui
genoma si sia integrato nel batterio infettato possa incorporare nel suo cromosoma
anche DNA batterico al momento della sua attivazione. In una successiva infezione
tale DNA puo trasferirsi in manieraaiile ad un altro batterio.

1 La trasformazione naturale prevede che batteri competenti srargrado di
acquisireDNA esogend i b er o n esldilintegraridstaldmente nel proprio
genoma. (Fig.1.9)orenzet al. 1994]

13



DNA esogeno

Cromosoma ospite

Fig. 1.5 Meccanismalella trasformazione naturale

Il trasferimento genico orizzontale da piante transgeniche a batteri € considerato uno dei
principali rischi legati alla coltivazione di piante GM e in realta ci sono molte opportunita
per i batteri di interagire con DNA gveniente da piante GM.

| batteri possono interagire direttamente con la pianta come commensali, simbionti o
parassiti; i batteri tellurici possono interagire con i residui vegetali nel terreno. Molti studi
hanno dimostrato la persistenza e il trasferimento di DNA transgenicpiatiée a
batteri.[Nielseret.al 1998].

Le specie batteriche maggiormente studiat

transgeniche sonoAcinetobatctesp. ePseudomonas stutzeri.

Nielsenet al. hanno utilizzatdAcinetobatctessp. come cep i accittoio d i DNA da
e barbabietolacontenenti il gene di resistenza alla kanamianmdll. La frequenza di
trasformazione massima & stata df t@sformantidccettoriin condizioni ottimizzate di
laboratorio. [Nielseret al. 1997]

In un altro studio Ghedrd e Smalldnanno sviluppato una strategia basata sulla costruzione
di ceppi battericiaccettoriche esibivano una sequenza deleta del gene marcgitife
Questi esperimentcondotti in condizionottimizzatedi laboratorio, hanno dimostrato che

il DNA estratto da barbabietole GMontenenti lo stesso gene marcatore del batterio senza
pero la delezione, poteva trasformare con successioetobacter calcoaceticug

ripristinare il gene deleto nei ceppccettori Tali batteri,in seguito a ricombinazione

14
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omologa esprimevarnia resistenzad erano in grado di crescere su substrato contenente la
kanamicinal n questo caso anche | 6omogenath di |
calcoaceticuson una frequenza pari a 1.5xt8asformanti/cellule@ccettori

De Vries and Wackernagel hanno dimostrato una frequenza simile di trasformazione
utilizzando DNA estratto da varie piante transgeni¢Belanum tuberosunNicotiana

tabacum Beta vulgaris Brassica napug Solanum lycoperson) mentre Iwakiet al. hanno
dimostrato la trasformazione naturaleAdcalcoaceticuxon DNA estratto da papaya GM.
[Ghebard and Smalla, 1998; Iwaki and Arakawa, 2006]

Geni da piante di tabacd®M, con transgeni presenti nel genoma plastidiale, stato s
trasferiti ad un ceppo dicinetobatctersp. contenente un plasmide con una sequenza
omologa al genoma plastidiale. In questo caso, anche il DNA non purificato costituito
dal |l 6omogenat o del tessuto GM, poteva fu
conformazione istonica, né altre proteine vegetali, erano in grado di inibire la
trasformazione naturale del batterio. [Kedfyal. 2009]

Un altro studio molto interessante ha riguardato il trasferimento genico da piante di
pomodoro infettate con il patogeRosolanacearunad Acinetobatctesp.

Acinetobatctersp. non era in grado di colonizzare piante di pomodoro sane: al contrario
nelle pante infette la popolazione Acinetobatctesp. raggiungeva una concentrazione di

3.1x 10 cfu/grammo tessuto e tali livelli di concentrazione erano mantenuti fino alla morte
della pianta. In queste condizioA¢inetobatctesp. risultava quindi in graal di sviluppare

una naturale competenza nella pianta e di acquisire il DNA vegetale efkay 2002 ;

Kay et al. 2007]

Anche P.stutzerié in grado di acquisire DNA esogeno mediante il meccanislelh
trasformazione naturale per tale specie sonodhe stati individuati alcuni geni la cui
presenza  indispensabil e pR stutzériopaspigde ik e d e
sistema di pil i 'V | a cui presenza  esse.l
particolare tipo di movimento flafjo-indipendente noto con il nome di twitching motility.
E6stat o di mo s P.rstatzeo privi tiebgenepdTp pon erahd piu in grado di

retrarre | pili che quindi restavano sem
determinava sidk 6 i ncapacit”™ dei batteri a muovers
| 6i ncapacit”™ ad acquietal.20el] DNA esogeno. [ Gr

de Vrieset al [2001] hanno dimostrato che stutzeriera trasformabile da DNA di patata

transgenica quando erano presenti sequenze omologhe nella pianta e nel batterio, al
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contrario in assenza di omologia di sequenza la probabilita di trasforreadsuftava

estremamente bassa.

TRASFERIMENTO GENICO ORIZZONTALE DA PIANTE GM A BATTERI

FITOPATOGENI

Anchei batteri fitopatogeni potrebbero essere coinvolti nel fenomeno del trasferimento
genico orizzontale in virtu del fatto che, durante il processo patogenetico le cellule vegetali
vanno incontro a lisi rilascielo il DNA che potrebbe cosi essere disponibile per essere
acquisito da batteri competeritilo | t i sono stat.i gl i studi c
batteri tellurici, al contrario poche indagini sono state effettuate sui batteri fitopatogeni

Un primo stidio ha riguardatal batterio fitopatogenderwinia chrysantheme la pianta
transgeniceéSolanum tuberosummel cui genoma € stato inseritogene pe la resistenza

al | 6 a nsptio @ comtrbllo ai @an,promotore batterico.

La possibile trasformaziee e stata studiata sia in vitro sia che inoculando i batteri
direttamente nel tubero della patata transgenica.

E. chrysanthemisecerne enzimi pectinoliticche determinanda lisi dei tessuti con
conseguente rilascio del DNA vegetale, tale DNA restpwadi libero di essere acquisito

dal ceppo fitopatogeno. Questi approcci nhon hanno consentito di evidenziare trasformanti
per cui & stata calcolata solo una frequenza potenziale di trasformazione pari‘a 2x10
senza che si a st atoapetehzanabbastrasfoantazonelnétwdeEde t t i v
chrysanthemi[Schluéter et.al 1997]

In un altro studio € statinvece utilizzato Agrobacterium tumefaciensome specie
battericaaccettoriin esperimenti di trasformazione ctebacco contenente il gerecl,

che conferisce resistenza alla gentamigim@anche in questo caso non sono stati ottenuti
trasformanti.[Nielsen et L. 1997]. Successivamente pero Demaeécie[2001] hanno
dimostrato che la specigrobacterium tumefacierstrasformabile sia in vitrohe in vivo

senza nessun tipo di trattamento chimico.

Una serie di studi ha poi riguardato la spe®alstonia solanacearumQuesto
microrganismo ha due importanti caratteristiche: € un batterio naturalmente trasformabile e
attacca piu di duecento speciegetali insediandosi e mgiticandosi nei fasci vascolari

delle piante.Gli esperimenti condotti hanno dimostrato che proprio la capacita di
moltiplicarsi rapidamente rende plausibile il trasferimento di DNA tra la pian®a e

solanacearundurante la pap e n e s i . inolEeddimestato tchee condizioni ambientali
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quali la composizione chimica del substrato, gli shock termici ed elettrici possono
determinare il trasferimento passivo di DNA alle cellule batteriche, contribuendo ad
aumentare il flussgenetico[Bertollaet al. 1997 Coupatet al. 2007]

| primi studi avevano dimostrat&k. solanacearume in grado di acquisire DNA
intraspecifico; esperimenti successivi hanno poi dimostrato la capaéitesdlanacearum
nell 6acqui sir e ficoe DNA ddliiddifersespecie regefaleahe infetta
[Bertollaet al 1999,Mercieret al 2007]

1.41 TRE BATTERI PATOGENI DEL POMODORO UTILIZZ ATI

PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. TOMATO AGENTE DELLA MACCHIETTATURA

BATTERICA POMODORO

La macchiettura batterica del pomodoro, causata dal batterio Gram negativo
Pseudomonas syringge. tomato,e stata osservata per la prima volta negli anni trenta del
secoloscorso nell 6i sol a di Formosa e negl:i
nella maggior parte delle aree di coltivazione del pomodoro. In Italia la presenza del
patogeno e stata segnalata per la prima volta in Puglia nel [1&&&bellis e Lo @ntore

2007] Il batterio sopravvive nei residui vegetali infetti (anche se solo per pochi giorni),

nella rizosfera di piante coltivate e spontanee nonché nei semi di pomodoro infetti. Da qui,

pu, col onizzare | e foglie e dmmtteened®si

St

b

concentrazione, fino a quando permangono condizioni ambientali sfavorevoli ad una sua

moltiplicazione (alte temperature, bassa umidita). In tali condizioni, il batterio pud vivere
come fAepifitad su numer o steinpresanza detemperdtuees t
compresetrai 22 5AC e con umidit” superiore all
infezione. Alla diffusione del patogeno, oltre al seme e piantine infette/contaminate,
contribuiscono anche insetti, acari, pratiche agmiche, pioggia, vento e grandine.

| sintomi piu evidenti sono sulle foglie dove inizialmente compaiono piccole aree idropiche

di circa 1mm di diametro che successivamente necrotizzano e si circondano di aloni

clorotici. Su ogni foglia possono comparireoltle macule che quando confluiscono

possono provocare la necrosi di ampie porzioni di lembo.
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Su fusto e picciolo si sviluppano tacche necrotiche molto allungate mentre sui frutti si
notano piccole macchioline nerastre leggermente in rilievo circondate d@ne idropico

di colore verdastro nei frutti verdi e giallastro in quelli in via di maturazione.

La prevenzione della malattia va realizz
cultivar resistenti, al | 0 edtali mfettn alla rotazioee e b
coltural e, all duso di I rri gaz Boortichini 95goc c i

lacobellis e Lo Cantore 2007]

Per |l a lotta  previsto | 6uso di prodotti
prodotti a lase di rame ha determinato la selezione di ceppi resistenti. Negli ultimi anni
sono stati anche sperimentati metodi di lotta alternativi mediante sostanze in grado di
indurre | a SAR o mediante | 6utilizzo di
progammi di lotta integrata. [Lowst al 2001; Wilsonet al. 2002].

La malattia risulta molto dannosa sia sulle cultivar da mensa che su quelle da industria e
recentemente anrgono stati sviluppati numerosi metodi diagnostici molto specifici sia
immunologici (immunofluorescenza) che molecolari (PCR). [Veerta al 2002;
Zaccardelliet al.2005].

RALSTONIA SOLANACEARW AGENTE DELLOVVIZZIMENTO BATTERICO DEL

POMODORO

Ralstonia slanacearum (Smith) fu descritto per la prima volta com®acillus
solanacearunda Smith nel 1896n seguito fu assegnato al gen&seudomonagprima

che studi piu approfonditi su alcune specie -floarescentidel generePseudomonas
portarono alla ideificazione delgenereBurkholderiae a | | 6 i dn questo rgenere fu
inquadratail batterio con il nome dBurkholderia solanacearunuccessive indagini su
questo genere, infine, hanntevato cheBurkholderia solanacearurara sufficientemente
distinta dagli altri membri delgener e per agsegnazibne flirecente gemerel 6
propostoRalstonia Dato che la classificazione del batterio ha subito diverse revisioni nel
corso deglianni, in letteratura € possibile ritrovarlo con i sinonimi Blcterium
solanaceaum (Smith), Burkholderia solanacearur{Smith), Pseudomonas solanacearum
(Smith). [Yabuuchgt al., 1995].

R. solanacearur@ un batterio fitopatoger@r am negati v o, con unoan
costituita da piu di 200 specie vegetala coltivate che spontanee in zone tropicali,

subtropicali e temperate.
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La specie € molto eterogenea, composta da popoladigtimguibili per gruppi di piante
ospiti (razze) e/o per caratteri biochimici (biova¥el corso degli anni, con il susseguirsi
degli studisono state desttie almeno 5 razze e 5 biovaByddenhageret al, 1962]

Razza 1 (temperatura ottimale di crescita d333C): attacca tabacco, pomodopatata,
melanzana, banano diploide e numerose altre colture ed erbe spahtaded iopicale
(Figura 1.7)

RILEVAZIONI NAZIONALI RILEVAZIONI REGIONALI
[®] Presente [@] Presente
@ Presente solo In alcune aree @ Presente solo In alcune aree

Fig. 1.7. Mappa di distribuzione della razza 1 di Ralstonia solanacearum

Razza 2 (temperatura ottimale di crescita di335C): tipica delle aree tropicali d8ud
America (Figura 1.8 attacca banano triploide (causando b s 2 d et & ldelichnido k 0 0 )

Sspp, ma si ritrova anche neplda. Fi |l i ppine ¢
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RILEVAZIONI NAZIONALI RILEVAZIONI REGIONALI
[®] Presente [@] Presente
@ Presente solo In alcune aree @ Presenta solo In alcune aree

Figura 1.8. Mappa di distribuzione della razza 2 diRalstonia solanacearum

Razza 3 (temperatura ottimale di crescita di 27°C): si ritrova rédilge delle zone
tropicali e subtropicali nonchgei climi temperati (Figura 1)9 attaccaprincipalmente
patata e pomodoro, non mostrando elevata virulenza nei condielidi altre Solanacee.
Altri ospiti sono le erbe spontaneégolanum dulcamaraSolarum nigrum, Solanum
cinereum (in Australia), la compositaMelampodium perfoliatum (in Costa Rica) e
Pelargonium hortorumSpesso si ritrova in manier@n sintomatica su specie selvatiche

non appartenenti alla famiglia delle Solanacee
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RILEVAZIONI NAZIONALI RILEVAZIONI REGIONALI
[®] Presente [®] Presente
@ Presente solo In alcune aree @ Presente solo In alcune ares

Figura 1.9. Mappa di distribuzione della razza 3 di Ralstonia solanacearum.

Razza 4 (temperatura ottimale di crescita di335C): particolarmente aggressiveei
confronti dello zenzero.

Razza 5 (temperatura ottimale di crescita di333C): specializzata nei confrondel
genere Morus spfwww.eppo.org]

Questo batterio  un patogeno da quarante
and Mediterranean Plant Protection Organization) ed € inoltre oggetto di un decreto di lotta
obbligatoria (DM 23 Febbraio 2000) ioui sono descritte le misure di lotta tese a
localizzarne la presenza, a determinarne la distribuzione, a prevenirne la comparsa e la
disseminazione e a realizzare la sua eradicazione. [lacobellis e Lo Cantore 2007]
Léavvizzi mento b aR tsodanacearom é cunau saattia sistbraica
particolarmente dannosa nelle zone a clima caldonido. La penetrazione nella pianta
awviene, tipicamente, attraverso ferfgeovocate sugli organi ipogei dagli strumenti di
lavorazione del terreno, da insetthemadbdi fitofagi, da infezioni fungine o da altre cause
naturali e non (ad es. nalinto di origine delle radici secondarie).

Penetratone |l | 6 ospi t e, i batterio raggiunge |
diffonde in tutte le direzioni. Lo svippo della malattia & favorito da elevata umidi&

terreno e d temperature superiori a 20°C [Matta 1996]
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La colonizzazione sistemica dei t esdaut i \
parte diR. solanacearumdi polisaccaridi extracellulaad alto pesanolecolare (EPS) e di
numerose proteine extracellulari (EXPs) cHiaiscono per occludere lo xilema
determinando | édavvi zz|Schellp2000]. r epenti no del |
Per la disseminazione a breve distanza del patogeno, ha una notevoleanagort
epidemiologica la capacita di questa specie di sopravvivere nel terreno per un lunghissimo
periodo, quando associato a residui vegetali infetti.

Il primo sintomo visibile & un avvizzimento delle foglie, che puo interessare aonthe

una parte dellaipnta (appassimento asimmetriah)rante le ore piu caldseguito da

ripresa della vegetazione durante la notte; col progredire della mdlaftia v vi z zi me
diventa irreversibile e porta pianta al collasspel giro di poco tempo.

Sezioni dei fusti dpi ante avvizzite evidenziano | 06i
| 6eventual e fuoriuscita di un l i qui do I
batteriche) possono fuoriuscire dai fasci vascolari quando il fusto tagliato viene immerso
verticalmente iracqua.

Il patogeno e stato eradicato in Italia e in molti altri paesi europei dopo che questo vi era
giunto soprattutto attraverso tuberi seme
La lotta si basa soprattutto su criteri preventivi in quanto di fadto esistono misure di

lotta chimica da utilizzare in campo o in post raccolta; inoltre sebbene esistano cultivar
commerciali resistenti alla malattia, la resistenza talvolta & stata superata e comunque non e
utile contro tutte le razze del patogeno. Mptbgetti di ricerca di miglioramento genetico,
mirano a trasferire la resistenza al patogeno, presente in diversi genotipi di specie

spontanee, in cultivar suscettibili. [lacobellis e Lo Cantore 2007]

PSEUDOMONAS CORRUGATA AGENTE DELLA NECROSI DEL MIDOLLO DEL

POMODORO

Pseudomonas corruga(@®oberts and Scarlett 198&)ura specie batterica descritta per la
prima volta alla fine degli anni settanta
pomodor o.aall938.ar | et t

Questa malattia snanifesta soprattutto in serre fredaléne invernd inizio primavera e

nelle regioni meridioali € particolarmente pericolosa poiché puo colpaede
coltivazioni in pieno campo. Il tipico sintomo della malattia & rappresentato dalla necrosi

asciutta @l midollo del fusto che infine diventa cavo.
22



acropeto per molti centimetri. Anche le radici principali e secondarie possono presentare
aree interne imbrunite e necmdtate. Sul fusto si evidenziano striature longitudinali
necrotiche e nerastre, lo sviluppo di abbozzi radicali e radici avventizie e la decolorazione
dei fasci vascolari; infine le foglie manifestano clorosi e le piante, in generale, mostrano
una crescitatentata e, nella fase terminale della malattia, possono avvizzire. [lacobellis e
Lo Cantore 2007]

| principali f at t or i che favori scosomo lelbéiiescarsianige r e
termiche tra il giorno e la notte nelle serre fredde, eccessigazioni e concimazioni
azotate,; introduzione di semenzali egdi © in
limitare le infezioniricorrendo ad alcuni accorgimemmeper esempiagotazioni ampie,
concimazoni ed irrigazioni equilibrateaeraione delle serre al mattino, sterilizzazione in
vivaio del terreno ospitante i semenzali.

Per combattere questa batteriosi si pud anche ricorrere a trattameptiodotti rameici

che per, hanno solo undazi one dj[Scortiohinit e ni |
1995]

P. corrugatae un batterio polifago abiquitarioed e stato isolato oltre che da un ampia
gamma di specie vegetali asintomatiche anche da rizosfera di piante coltivate e spontanee,
sia in ambienti diversi che in paesi diversi. [Catad@72 Licciardelloet al. 2007; Guoet

al. 2007 Scortichini 1989)Questa specie € molto abile a colonizzare la rizosfera di
pomodoro e ad iniziare |l a colonizzazione
presente nel suolo.

P. corrugatapenetra nedl pianta attraverso ferite sullo stelo, sul colletto e su radici
[Scarlettet al. 1978 Bella et al. 2003; la malattia puo avere un periodo di incubazione
molto lungo durante il quale o non sono visibili sintangli stessi sono molto lievi.

La microscofa elettronicaa scansiondSEM) ha mostrato cellule d?. corrugatache
colonizzano i tessuti parenchimatici delle piante di pomodassociate a mateliache é
possibile supporre gi@ polisaccaridi estracellulari (EPS), che |i tengono aderenti alla
superficie della parete cellulare [Coebal 2001]. Le osservazioni al SEM sono coerenti

con la descrizione dei biofilm batterici in pianganon e escluso chanche perP.
corrugata la colonizzazione dei tessuti e/o della rizosfera possa essere associata alla
produzione di hifilm, visto che é stato dimostrato che alcuni ceppiPdicorrugata
producono biofilmin vitro.[Catara 2007; Scortichini 1995; Udeal.2006]
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Altra caratteristia importante di questa specie € la capacita di sopravvivere nel terreno per
molto tempo, e stato infatti dimostrato che inoculando in terreno sabBiesorugats la
popolazione batterica restavariataanche dopan campionamento effettuato 19 settiman
dopo | §drecoetallrd0g]

Queste caratteristiche rendono la sp&ieorrugatauna candidata ideale per un possibile
trasferimento genico orizzontale; infatti la lunga persistenza nel sod al fatto che il

DNA vegetale rilasciato duranta degradazione dei tessuti puo persisiele unoost at
biologicamente attivo per un lungo periodo di tempo, anche superiore a 120 giorni
[Widmer et al 1996] , potrebbe rendere questa specie suscettibile di acquisire DNA
esogeno proveniente da piantdaoresidui di vegetazione transgenici.

1.5 SCOPO DELLA TESI

Lo scopo diquesto lavoro di tesi é stat@mlutare la possibilita di trasferimento genico
orizzontaledi DNA, di differente natura, a batteri fitopatogeiibatteri fitopatogeni
potrebbero essere interessati dal fenomeno del trasferimento genico orizzontale in virtu del
fatto che, durante il processo patogenetico le cellule vegetali vanno incontro a lisi
rilasciando il DNA che potrebbe cosi essere disponipde essere acquisito da batteri
competenti

E6 statoumnutimddelzlaa obasato sull 6i mpiego di
contenenti sequenze del genptll omologhe a quelle presenti in linee di pomodoro
talsgeni che ( BBS) . icdala capacaatdaquegtubatterddi integeane nel
proprio genoma DNA esogeno mediante il meccanismo della ricombinazione omologa.
Sono state scelte tréamportanti specie batteriche del pomodoro che presentavano

caratteristiche differenti:

1. Pseudomonas epgae pv.tomatcspecie epifita, poco competitiva e quindi poco
persistente nel suolo. (Patogeno fogliare)

2. Ralstonia solanacaerungpecie batterica da quarantena, ottimo competitore nel
suolo e in grado di distruggere completamente la pianta in pochiggnnmi.

(Patogeno sistemico)
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3. Pseudomonas corrugatpecie polifiga, ubiquitaria e in grado di sopravvivere sia
nell e piante infette che nel suol o anc
tellurico)

La prima fase del lavoro ha riguardapoincipalmente la costruzione di plasmidi

contenenti il genelhptll che € un omologo, reso non funzionante da una delezione

nella parte centrale del gene, del gemall presente nelle linee di pomodoro
transgenico. Con tali plasmidi sono state trasfornggreticamente le tre specie
batteriche fitopatogene. | batteri ricombinanti sono stati quindi utilipgatierificare

il ripristino del genelhptll in seguito a ricombinazione con il gemgtll presente nelle

piantedi pomodoraBBS.

La seconda parte déhvoro e stata invece incentrata sullo studio del trasferimento

genico orizzontale ifPseudomonas corrugatahe e risultata la specie piu facilmente

trasformabile. Sono state effettuate prove di trasformazione sia in vitro sia in
condizioni da simularemabienti naturali e anche direttamente inoculando i patogeni
ricombinanti nelle piante di pomodoro transgeniche.

Le frequenze di trasformazione sono state infine confrontatequelle dei batteri

tellurici Acinetobactetbaylyi e Pseudomonas stutzeagherappresentano le due specie

modello per gli studi sul trasferimento orizzontale di geni da piante transgeniche
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2.MATERIALI E METODI

2.1 MATERIALE VEGETALE

Le piante di pomodoratilizzate sono staté&Solanum lycopersicoappartenenti alla varieta

Better Boy @i seqguito indicate con la siglBB), Solanum lycopersicoappartenenti alla

varieta Better Boy trasformate con il cDNA del gene della prosistemina isotintrollo

del promotore costitutivo 358li seguito indicate con la sigBBS) e contenentnptll

come gene marcatofdcGurl et al 1994](Fig. 21)

Le piante di pomodoro geneticamente modi fi
Geneticavegetale (IGV) del CNR, Portici .

% Prosistemina =

El Xbal Clal & =
S L. L1 S &
.5 4— il

NOS-NPTII 35S
pPGA643

Fig. 2.1 Costrutto inserito nelle piante di pomodoro

2.2 CEPPI BATTERICI E PLA SMIDI

| ceppi batterici ed i plasmidi utilizzati in questadib sono riportathelle tabek 2.1 e 22

Tutti i ceppi di Escherichia colisono stati incubati a 37°C mentre i ceppi batterici
fitopatogeni e le specie telluriche a 28°C. Tubi di vetro 18x180 mm sono stati utilizzati per
tutte le colture batteriche con volumi inferiori H! ml, mentre beute Erlenmeyer da 50,

125 0250 ml sono state utilizzate per colture batteriche allevate in volumi superiori ai 10
ml. Tutte le colture liquide sono state insemenzate partendo da colture su substrato solido

NAG insemenzate con cellule battde provenienti da sospensioni in stock di glicerolo.
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Tab. 2.1: Ceppi ed isolati batterici

Ceppi ed isolati

Pseudomonas corrugata

Pseudomonas siryngg@e.tomato

Ralstonia solanacearum
Acinetobacter baylyBD413
Pseudomonas stutzemm147

E.coliHB101

E.coliDH5a dir

E.coliS17 bir
P. corrugata chr:Lnptll

P. corrugata chr::nptll

De Vries and Wackernagd

Lorenz and Sikorski, 2000

Caratteristiche Riferimenti
wild type Rif? Questo studio
wild type Rif? Questo studio
wild type Questo studio
trpE27

1997
genotypic group A
sup E44, -mor, mcAlB ardd4, proA2, lacYl, galk2 GIBCO-BRL

rpsL20, xyt5, mt-1, leuB6,thi-1

sup E44, DlacU169 (F80lacZDM15), recAl, endAl, hsdR17¥, Biomedal S.L.

1, gyrA96, relAl] pir phage lysogen
TpRSnT recA, thi, pro, hsdM1*RP4: 2Tc:Mu: Km Tn7| pir
Km°GenfRifR

KmRGenfRif}

Biomedal S.L.
Questo studio

Questo studio

Tab. 2.2 Plasmidi e costrutti

Vettori plasmidici
pUTmMIniTN5 Km
pGem® FEasy
pGemKan

pBluescipt Il KS
pBluenptll

pBlueDnptll

pLafR3

pLafR3nptll
pLAFR3Dnptll

pAG408 (plasmide suicida)
pAG40&nptli(plasmide
suicida)

pAG408nptll

pPMR7

Caratteristiche rilevanti

pUTmini-Tn5 derived vector; KahAmp®, mini-Tn5 suicide donor
Cloning vector; AmBlacZ reporter

pGem TFEasy with nptll gene cloned in EcoRI sites

Cloning vector; AmBlacZ reporter

pBlueScript with 1.3 Kb insert pGemKan cloned in EcoRl site
pBluenptll with 315bp deletion in Ncellth111l

cos rlX Tef* IncP1

pLAFR3 with 1.2Kbinsert pBluenptll in BamHHindlIl sites
pLAFR3 with 0.9Kb insert pBluenptll in BamHFHindlll sites
bla, Gen‘ftnp, MiniTn5 transposase, ori R6K, oriT RP4
pAg408 with Onptll insert pBlu®nptll in Kpnl-Notl sites
pAg408 withnptll insert in KpniNotl sites

pKT210 Cnfwith nptll inactivated by a 10 bp deletion in Nco1 site

Riferimento

Biomedal

Promega Corporation
Questo lavoro
Stratagene

Questo lavoro
Questo lavoro
Staskawowiczt al 1987
Questo lavoro
Questo lavoro
Suarezt al 1997
Questo lavoro
Questo lavoro

Bagdasariamtal. 1981
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2.3SUBSTRATI, SOLUZIONI E CONDIZIO NI DI CRESCITA

Tutti i substrati colturalie le soluzioniutilizzati nel corso deladvoro sono stati riportati

nelletabelle 23 e 2.4.

Il substrato LB liquido ed agarizzato € stato utilizzato sia per i ceppi doli che per i

ceppifitopatogeni. Gli antibiotici e le sostanze reporter sono stati utilizzati alle seguenti

concentrazioni: rifampicina 100 mg/L, kanamicina 50 mg/L an@a2(2%. La tetraciclina

é stata utilizzata ad una concentraziodh@5mg/L per i ceppi dE. colie 50 mdL per i

ceppipatogenjil cloramfenicolo e stato utilizzato alla concentrazione di §linmentre la

gentamicina ad una concetrazione di 15mdltti i ceppi utilizzati nel corso del lavoro

sonostati conservati in una sospensione di glicerolo al 3020aC.

Tabella 2.3: Substratiutilizzati

Substrato

Luria Bertani(LB) broth/agar

Nutrient Agar Glucose NAG
broth/agar

AB Medium

King's Medium B
KMB Agar

Ingredienti

10g Bacto Tryptone
Peptone

59 Yeast Extract
5g NaCl

1000ml ddH,0
159 Agar

8 g Nutrient broth
2.5 g glucosio
1000ml ddH20
189 Agar

pH7
Sali AB (20X)
Buffer AB (20X)

900 ml ddHO

159 Agar

20g Proteose peptone
1.5g KH,PO,

1.5g MgS0O4 x 7TH20
10 ml glicerolo
1000ml ddH20

159 Agar

Substrato

Minimal Medium 9 M9
broth/agar

Biolog Universal
Growth(BUG Agar)

Casaminoacid-Peptone
Glucose CPG broth/agar

Ingredienti

50 ml 20X M9salts
2ml 1M MgSQ; x7H,0
10 ml 20% glucosio
100ml 1M CaC},

2 ml Img/ml Thiamine

2 ml 1mg/ml Biotine
940 ml HO

159 Agar

pH 7.4

369 BUG
1000ml ddH,O
159 Agar

10g triptone

5 g glucosio

1 g Casoamino Acids
1 g estratto lievito
1000ml ddH20

159 Agar
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Tabelle 2.4: Soluzioniutilizzate

Soluzioni

20X M9 salts

Alkaline lysis solution |

Alkaline lysis solution II

Alkaline lysis solution llI

TAE 10X

Soluzione fisiologica

Ingredienti

609 NaHPO,

30g KH,PO,

10g NH,CI

5g Nacl

400ml ddH,0O

0.45g glucosio

5 ml 250mM Tris pH8

5ml 100mM EDTApH8

40 ml ddH,O

0.8g NaOH

19 SDS

100ml ddH20

14.7g CH;,COOK

5.75ml CH;COOH glaciale
44.25ml ddH,O

0.4M Tris-base
11.4%(v/v)CH;COOH glaciale
10mM EDTA

pH 7.6 (con CHCOOH )
8 g NaCl

1000ml ddH,O

Soluzioni

TE 10X

Sali AB 20X

Buffer AB (20X)

TSS solution

Cristal Violetto 1%

KOH 3%

Ingredienti

100ml 1M Tris-HCI
20 ml 0.5M EDTA pH8
880 ml ddHO

pH 8

20g NH,CI

69 MgSQ,

3gKCl

50mg FeSQ

0.2g CaC}

60 g KHLPOy

23g NaBPO,

pH 7

85ml LB broth
10g PEG

5ml DMSO

1.1g MgCl,

1 g Cristal violetto
100ml ddHO

3g KOH
100ml ddH,0

2.4CARATTERIZZAZIONE DEI CEPPI BATTERICI UTILIZZATI

Tutti i ceppi batterici utilizzati nel lavoro, sono stati osservatine sono stati

registrati i caratteri fenotipici: forma, consistenza, colore, regolarita delle colonie

realizzandoun danal i

S i

mor f ol ogi ca

compl et a.

sottoposto al test del KOH [Susla@tral. 1982]. Tale metodo puo sostituire la tecnica

di colorazione Gram e ha il vantaggio di essere molto piu rapido, meno tossico e

altrettanto attendibd .

Tramite

undansa

steril e

S i

batterica cresciuta su substratgarizzatp la si stempera, con movimento rapido e

circolare, in una goccia di KOH, concentrato al 3%, posta su un vetrino,

preventivamente sgrassato. Se solken d o

| 6ansa

S i

nota | a

filamento mucoso si ritiene il test positivo e il batterio € considerato Gram negativo;
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nel caso di assenza di filamento, il test & negativo e il batterio Gram positiva. Tutti
ceppi batterici utilizzati swo risultati Gram negativi e sono stati identifati con

preci si one me darattarizzazione fislagica ur at a

Caratterizzazione fisiologica tramite BIOLOB

Il metodo Biologe (Fig22) permette | 6identificazione d
la definizione di un profilo nutrizionale. Il test consiste nel saggiare contemporaneamente
per ogni i solato batterico | a capacit”™ di
come fonte di carbonio. Il sistema e costituito da una piastra a 96 fpafizeti 95
contengono differenti fonti di carbonio e uno che non ne contiene alcuna e che funge da
controllo negativo(tali piastre contengono composti differenti a seconda che si voglia
identificare una specie Grano Gram+) Lébassi mil aza groveca uhe | c
aumento del tasso di respirazione che rid
facendolo virare atoloreporpora.

Gli isolati da identificaresono stati incubati per 24 ore a 28°C in un incubatore
termostatato su mezzo agaamz BUG (Biolog Universal Growth) e risospesi in tubi di
vetro contenent. AGN/ GP I nocul ating fl ui d:¢
La concentrazione batterica e stata poi corretta fino a raggiungere una dticsitdetta a

560 nanometri, di 0.12 corrispondente a 3x&fu/ml. | singoli pozzettidelle piastre
BIOLOG GN2sono stati insemenzati con Ip0di sospensione del batterio

Le piastresono poi state incubate a 28°C per 24 ore.ldtaura delle piastre é stata
effettuata dopo 120 h dal |l 6i nocul azi oemdi piasttei BIOLQ&E an d o
fiMicroStationSyster

Fig. 2.2 Piastra Biologl 30



2.5 PROVE DI PATOGENICITA

Le capacita gtogeneticheli tre specie batterichd®$eudomonas corrugata, Pseudomonas
syringaepv tomatoe Ralstonia solanacearunsono statesaggiatein serra e in condizioni
controllate, syiante diSolanum lycopersicuntella varieta Better Boy.

Le colonie batteriche da testare per la patogenicita sono state prelevate e poste in tubi con
soluzione fisiologia ottenendo una sospensione battericecentrata che e stata poi diluita

in ddH,O fino a raggiungere una concentrazione pdrixal@ c.f.u./ml calcolatamediante

lettura allos pettrof ot ometr o. Léinocul o aoele bat
metodche specifiche per ogni ceppo batteribo.particolarePseudomonas syringge/
tomato & stata inoculata con il metodo della nebulizzazidPseudomonas corrugata
mediante infiltrazione nel midollo e infirfRalstonia solanacearumediante inoculazione
diretta del patogeno su radici precedentemente ferite mediante taglio.

Per i test di patogenicita eseguiti cddseudomonas syringagv tomato e Ralstonia
solanacearumsono state utilizzate piante di pomodoro BB alte circa 25 cmiiaio
effettuato un islamento dopo 14 2 gi orni dal |l 6i nocul o po
rapidamente

Per | 6di Pseudambnas corrugatsono state utilizzate sia piante adulte in piena
fioritura e con frutti prossimi alla maturazione, sia piante piu giovani con vegetazione
molto attiva.Le piante di pomodordella cultivar Better Boy (BB), accresciute in vasetti e
mantenute in serra alla temperatura di2ZB3C e umidita relativa del 465%, sono state
controllate periodicamente per osservare la @sgpdei sintomi e dopo ca 20giorni

sono stati eseguiti i primi isolamenti prelevando da ciascuna pianta uno o piu campioni
sintomaticj gli isolamenti sono stati ripetuti dopo altri 20 giorni

Come controlloper tutte le prove di patogenicisbno state utilizzate piantine indate

allo stesso modo con acqua distillata sterile

2.6 SOLAMENTO E CONTE MI CROBICHE

| campioniinfetti, una volta condotti in laboratorio, sono stati sottoposti alle procedure piu
adatte all 6i sol ament ol cahpioni cvegetaligono estatibripulitt e r i

esternamenteon lavaggio sotto acqua corrente e successivi risciacqui con acqua sterile.
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Porzioni ditessutoinfette sono state frammentate e pesate ottenendo campioni di 500 mg
che sono stati macinati in mortaio con 4,5 ml di soluzione fisiologica e laggwaisare

per circa 20minuti affinché i batteri adesi al campione si liberassersospensione. La
sospensione e stata diluita serialmente, aggiungendo a 4,5 ml di soluzione fisiologica
500pl della sospensione batterica. In questo modo e stata ottenuta una prima diluizione in
base 10, indicata convenzionalmente coni&.10

Da questa uitna sono stati prelevati altri 500 pl, i quali a loro volta setadi trasferiti in

4,5 ml di soluzione fisiologigaottenendo cosi la diluizione @ s & proceduto fino alla
diluizione 10°.

Dalle suddette diluizioni, aliquote di 100 pl sono stagatslate sulla superficie di piastre

di Petri contenenti substratdAG agarizzato.Le piastre sono state successivamente
incubate a 28°C per 24/48 ore al fine di ottenere colonie batteriche isolate. Si élavora
con serie da tre piastre pegni diluiziore. Al termine di ogni prova sono state effettuate
conte microbiche al fine di stimare la capacita di colonizzazione e moltiplicazione dei
batteri nelle piantePer contare i batteri presenti nei tessuti vegetali delle piante di
pomodoro e stato utilizzatttAG come mezzo di coltura a cui e stato addizionato

| 6 ant isgecifioot i c o

2.7ESTRAZIONE DI DNA PLASMIDICO

Per | 6estrazione di DNA pl as miodolli@aeecosdano s
della qualita equantita di DNArichiesta.

Il Kit della Invitrogen Pure Link Quick Plasd Miniprepr st at o utilizzato
plasmidica con il fine di ottenere un buon grado di purezza del DNA plasmidico destinato
ad essere manipotat sequenziato.

I metodo Sambrook and Russel Midipreparation e stato invece utilizzato quando si € reso
necessario estrarre maggiori quantita di DNA plasmidico.
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ESTRAZIONE DNA PLASMIDICO CON PURE LINK QUICK PLASMID MINIPREP

1 Allevareibatteriin5rm d i LB addizionato contrel 6ant
il mantenimento del plasmigeer 1618 ore alla temperatura adeguata

1 Trasferirel ml di coltura batterica in contenitori da 2 ml e successivamente
centrifugare ad una velocita di 4000 rpm a terapura ambiente per 15 min.

1 Lascare asciugare il precipitatorsospendere il pellet in 250 pl di Resuspension
Buffer R3

1 Aggiungere 250 pl di Lysis Buffer L7 e misceladelicatamentanvertendo il
contenitore per 5 volte
Incubare il campione per 5 mitha temperatura ambiente.
Aggiungere 350 ul di Precipitation Buffer N4 e miscelare immediatamente
invertendo il tubo per 5 volte
Centrifugare a 11200 rpm per 10 min
Porre una colonnina di silice che lega il DNA in un nudubo da 2 ml e
aggiungere isupernatante dello step precedente
Centrifugare a 11200 rpm per 1 minuto ed eliminare il fuoriuscito
Aggiungere 500 pl di Wash Buffer W10 altolonnina e incubare per 1 man
temperatura ambiente
Centrifugare a 11200 rpm per 1 min ed eliminare il fueitos
Aggiungere 700 pl di Wash Buffer W9 alla colonnina e centrifugare a 11200 rpm
per 1 min. Eliminare il fuoriuscito

1 Certrifugare a 11200 rpm per 1 mper rimuovere i residui di W9 ed eliminare il
fuoriuscito

1 Porre la colonna in un nuovo tubo da Inb e aggiungere 75 ul di TE Buffer
preriscaldato (650°C)

1 Incubare per 1 min. a temperatura ambiente eit@geare a 11200 rpm per 2 min

Léeluito contiene il DNA plasmidco
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MIDIPREPARATION SAMBROOK AND RUSSEL

1 Allevare i batteri in 10 ml di LB addizomao con | 6anti bi ot i c
garantire il mantenimento del plasmide, perlB6ore alla temperatura adeguata

1 Trasferiretuttala coltura in un contenitore da 18 e centrifugare a 400pm per
10min. a 4°C

1 Lascare asciugare il precipitatorsosgendere il pellet in 200 pl di Alkaline lysis
solution | freddo e trasferire la sospensione in un contenitore da 2 ml

1 Aggiungere 400 pl di Alkaline lysis solution Il (preparat@scg e miscelare
gentilmente invertendo il tubo per 5 volte

1 Aggiungere 300 pdi Alkaline lysis solution Ill freddo e miscelare bene invertendo
il tubo molte volte e porre su ghiaccio per3 min

1 Centrifugare a 13000 rpm per 5 min. a 4°C e trasferire 600 pl del surnatante in un
nuovo contenitore

1 Aggiungere un volume uguale din@o:cloroformio e miscelare la fase organica e
acquosa con il vortex

1 Centrifugare alla massima velocita per 2 min a 4°C e trasferire la fase acquosa in
un nuovo contenitore

1 Aggiungere 600 pl di isopropanolo a temperatura ambiente per precipitare gli acidi
nucleici, miscelare bene la soluzione e lasciare 2 min. a temperatura ambiente
Centrifugare alla massima velocita per 5 min a temperatura ambiente
Rimuovere delicatamente il gernatante e lasciar asciugare bene il precipitato

1 Aggiungere Iml di etanolo70%al pellet e centrifugare allmassima velocita per 2
min. a temperatura ambiente

1 Rimuovere delicatamente ilgeg nat ante e | asciare il t L
non sara evaporato completamente

1 Risospendere gli acidi nucleici precipitati in 100 pl TE (pH8) contenente
20pudml RNase

1 Conservard DNA estrattoa-20°C

La qualita del DNA estratto € stata verificata mediante corsa elettroforetica orizzontale in

gel di agarosio allo 0.8% colorato con Bromuro di Etidio (10mg/ml).
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2.8 ESTRAZIONE DI DNA GENOMICO

I DNA genomico e stato estratto dai ceppi batterici utilizzando il Kit Wizard Genomic
DNA Purification Kit mentre il DNA delle piante di pomodoro var. BB e BBS e stato

estratto utilizzando il kit Invitrogn PureLink Plant Total DNA Purification

ESTRAZIONE DNA GENOMICO BATTERICO CON WIizARD GENOMIC DNA

PURIFICATION KIT

1 Aggiungere 1 ml di una coltura O/N a un tubo di 1.5 ml

1 Centrifugarea 13,00016,000 x g per 2 minper far precipitare le cellule.
Rimuovere il supernatante

1 Aggiungere 600 pl di Nuclei Lysis Solution. Pipettaleicatamentdino a che le
cellule si risospendono

1 Incubare a 80°C per 5 mper lisare le cellule; poi lasciare raffreddare il campione
a temperatura ambiente

1 Aggiungere 3 pl di Rnase Solution alle cellule lisate. Invertire il tutovdlte per
miscelare

1 Incubare a 37°C per 180 min Raffreddare a temperatura ambiente

1 Aggiungere 200 pl di Protein Precipitation Solution alle cellule lisattatie con
RnaseAgitare su vortexelocenente e vigorosamente per 20 sec

71 Incubare il campione in ghiaccio per 5 min
Centrifugare a 13000 rpm per 3 min
Trasferire il supernatante contenente il DNA a un nuovo tubo da 1.5 ml che
contiene 600 pl di isopropanolo a temperatura ambiente

1 Miscelare gentilmente invertendo il tubodima che il filamento di DNAon forma
una massa filamentosa visibile

1 Centrifugarea 1300Qper 2 min

1 Eliminare delicatamente il supernatante e las@aogugare il pellet

1 Aggiungere 600 pl di etanolo 70% a temperatura ambiente ed invertire
delicatamentd tubo diverse volte per pulire il pellet di DNA

1 13. Centrifugare a 13000 rpm g&min. Eliminare accuratamest 6 et anol o

Lasciare asciugare il tubo e far asciugare il pellet pek5SLthin

35



1 Aggiungere 100 ul di DNA Rehydration Solution al tubo e reidratare NIAD
incubandolo a 65°C per 1 ora
1 Conservare il DNA a-8°C

ESTRAZIONE DNA DA TESSUTI VEGETALI CON IL KIT INVITROGEN PURELINK

PLANT ToTAL DNA PURIFICATION

Preparazione del lisato vegetale

1. Aggiungere 250 pl di Resuspension Buffer (R2) a 100 mg di tessuto vegetale

2. Preparare il lisato omogeneizzando il tessuto

3. Aggiungere 1%l di SDS (20%) e 15 pl di Rnase A (20mg/ml) al lisato

4. Incubare a 55°C per 15 nper avere una lisi completa

5. Centrifugare alla max velocita per 5 min

6. Trasferire il supernatante in un nuovo tubo e aggiungere 100 ul di Precipitation Buffer
(N2)

7. Miscelare bene e incubare in ghiaccio per 5 min

8. Centrifugare alla max velocitaemperatura ambiente per 5 min

9. Trasferire 250 pl di lisato chiarificato in un nuovo tubo e aggiungerqB@bBinding
Buffer (B4), miscelare bene

Legame e lavaggio deDNA

1. Aggiungere il campione (Step 9) alla colonnina Pure link

2. Centifugare a 10200 rpm per 30 se¢emperatura ambiente

3. Eliminare il fuoriuscito e porre la colonnina in un nuovo tubo

4. Aggiungere 500 ul di Wash Buffer (W4) eentrifugare al0200 rpm per 3Gec.
Eliminare il fuoriuscito

5. Aggiungere 500 pl di Wash Buffer (W5) e centrifugare a 10200 rpm per 30 sec.
Eliminare il fuoriuscito

6. Ripetere lo step 5 nuovamente

7. Centrifugare alla max velocita per 2 min. per eliminare i resicetiagiolo

8. Eliminare il fuoriuscito

Eluizione del DNA

1. Porre la colonnina in un nuovo tubo

2. Aggiungere 100 pl di Elution Buffer o di acqua sterile pH7

3. Incubare aemperatura ambiente per 1 neientrifugare alla max velocita per 1 min
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4. Ripetee step 2 e 3

5. Il fuoriuscito conterra il DNA purificato

La qualita del DNA estratto € stata verificata mediante corsa elettroforetica orizzontale in
gel di agarosio allo 0.8% colorato con Bromuro di Etidio (10mg/ml).

La quantificazione  stata eseguita compa

con quelle del marker quantitativé@NA/Hindlll.

2.9REAZIONI DI AMPLIFICA ZIONE

Tutti i primer utilizzati nel corso del lavosono riportati nella tabella 2.5

Tab. 2.5 Inneschi utilizzati nel corso del lavoro

Nome oligo Sequenza Provenienza

5 @gaagaactccagcat§ad Questo studio
semorggeont Qo
5 -@aaatctcgtgatggcaeR) o Questo studio
§ @igatcageacclegalgd®®  Questostudio
5 &accagaattgcatcgtcac 6 Questo studio

Tutti gli oligonucleotidi riportati in tabella sono stati disegnaediante un approccio

bioinformatico utilizzando le sequenze presenti nella banca datNdébnal Cergr for
Bioinformaic Information(NCBI). [www.ncbi.nlm.nih.gov]Le sequenzédi interessesono
statepoi inserite nel programma informatico di disegno primé&enamics Expressn.
Tale programma permette di stabilire una serie di parametri per la costruzione dei primer

quali temperatura di melting, percentual&€, lunghezza del primer ecc.

SEQUENZIAMENTO DEGLI AMPLIFICATI

Gli amplificati ottenutidalle PCR sono stati sequenkiddlla ditta Primm Biotech Services
And Products, sede di Napoli, alla quale sono stati inviati i prodotti di amplificazione

purificati e le sequenze dei prinseutilizzati nella fase di amplificazione.
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| risultati dei divesi sequenziamens ono st at i el aborat. attras
pubblico accessohttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ NCBI nucleotidenucleotide
BLAST

PRIMERS KAN1/KAN2

La coppia di primers denominataKanl/KaéXtata disegnata posizione 543816 del
plasmide pUT mini Tn5Tale coppia di innesctproducevano un amplicone d2724bp
contenentedi nt er a S e q umpth z@mpreshsavh di gpmokore oppure un
ampliconedi 959 bpcorrispondente al gemgotll deleto (nptll).

La reazione di PCR é stata eseguita utilizzando il termociclatore MyCycler della BIORAD.
Lamplificazione  stata r e allizzandotatmisceladi u n

reazione quriportaa (Tab. 26)

Tab. 2.6 Miscela di reazione comprimers Kanl/Kan2

Reagenti Concentrazione finale

PCR Buffer (10X) 1x
dNTPs (10mM) 20 M di ciasc
MgCl, (15mM) 1.5mM
Primer kanl (10mM) 0.1mM
Primer kan2 (10mM) 0.1mv
Tag polimerasi (5U/m) 25U
DNA 10ng
Acqua Per giungere a volume
Il cicli termici secondo cui sidledenatsrazionet a | ¢

94°C per 4 minseguita dalla ripetizione di 3&cli a 94°C per 1 min, 52°C per 1 min e
72°Cperlmin e q westangione fioafe @ 72°C per 10 min

Il prodottodellaPCR € stato poi visualizzato mediante corsa elettroforetica orizzontale in
gel di agarosio all 61% col oratmwmg/llon una sc

38


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

Le bande otterte sono state confrontate con lo standard di pesi malec#l 1KB plus
(Invitrogen).ll gel e stato poi fotografato in seguito ad esposizione ai raggi UV.

Una volta sequenziati i prodotti di amplificazione, le sequenze ottenute sono state allineate
medante il programma bioinformatica gratuito di NCBI bl2seq che allinea due o piu
sequenze. Mediante tale programma € stato possibile visualizzare la differenza di basi tra i

geninptll e Dnptll.

Primers GMKanF/GMKanR

La presenza del gengtll nelle piante di pomodortransgenichéBBS é stata accertata
mediante reazioni di amplificazioneseguite utilizzando la cogpdi primers, denominata
GmKanFGMKanR La reazione di PCR e stata eseguita utilizzando il termociclatore
MyCycler della BIORAD. lta mp | i fi cazi one  stata reali z:

utilizzandola miscela di reazione qui riportata (Tabr)2.

Tab. 2.7 Miscela di reazione conprimers GMKanF/GMKanR

Reagenti Concentrazione finale

PCR Buffer (10X) Ix

dNTPs (10mM) 20e M di ciascu
MgCl, (15mM) 2.5 mM

Primer GMkan F (10mM) 0.1mM

Primer GMkan R (10mM) 0.1mv

Tag polimerasi (5U/m) 25U

DNA genomico 10ng

Acqua Per giungere a volume

| cicli termici secondo cui si € svolta la reazione hanno preuisiod ial@ derzaturazione a
94°C per 4 minseguita dalla ripetione di 35 cicli a 94°C per 1 min, 52°C per 1 min e
72°Cperlmin e q westangione fioafe @ 72°C per 10 min
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Il prodotto PCR é stato poi visualizzato mediante corsa elettroforetzzaotale in gel di
agarosio all 61% col orato comgmiha sol uzi one
Le bande ottenute sono state confrontate con lo standard di pesi molecolari del 1KB plus

(Invitrogen). Il gel & stato poi fotografato in seguito ad esposiaoraggi UV.

PRIMERS PILT F/PILT R

La presenza del gemdT nei diversi ceppi batterici & stata valutata mediante PCR con i
primers pilT F ed pilT RR-hesono stati disegnasiu una zona molto conservata del gene

pilT e producono un amplicone di 356bp

La reazione di PCR é stata eseguita utilizzando il termociclatore MyCycler della BIORAD.
Lamplificazione  stata r e allizzandotatmiscela di u n

reazione qui riportata (Tab.8).

Tab. 2.8Miscela di reazione cori prim ers pilTF/pilTR

Reagenti Concentrazione finale

PCR Buffer (10X) 1x
dNTPs (10mM) 20 M di ciasc
MgCl, (15mM) 1 mM
Primer pilTF(10mM) 0.15nmM
Primer pilTR(10mM) 0.15nmM
Taq polimerasi (5U/m) 25U
DNA 10ng
Acqua Per giungere avolume
I cicli termici secondo culi siale denatgraziorle s a | ¢

94°C per 4 minseguita dalla rip&ione di 30 cicli a 94°C per 1 mirs8C per 1 mine
72°Cer45sec e @ wstangione finate @ 72°C per 10nmi

Il prodotto PCR e stato poi visualizzato mediante corsa elettroforetica orizzontale in gel di
agarosi o all 1% colorato comgmha sol uzi one
Le bande ottenute sono state confrontate con lo standard di pesi molecolari deuskKB

(Invitrogen). Il gel & stato poi fotografato in seguito ad esposizione ai raggi UV
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2.10MANIPOLAZIONE DEL DNA

ENzIiMI E KIT DI CLONAGGIO

Nel corso del lavoro sono stati utilizzati diversi enzimi prodotti dditee Invitrogen,
Biolabs e Promega. Pelr loro utilizzo sono state seguite le indicazioni fornite dalle
rispettive case produttrici

Per gli esperimenti di clonaggio Escherichia colisono stati utilizzati tre diversi vettori
plasmidicipGemTEasy,pUTmini-Tn5 Kme pBlueScriptSK(Fig. 2.32.4-2.5)

| Kit di clonaggio pGenirEasy Vector SystemsPfomega), pUTmini-Tn5 Km Kit
(Biomedal) epBlueScriptSK Phagemids (Stratagenspno stati utilizzati seguendo le

indicazioni fornite dalle rispettive case protwiiai
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Sca | 1890 2707 T7 l
\ 1 start
f1 ori Apa | 14
Aat 20
Sph | 26
Bst/ | 31
” DGEME-TEasy facz Bsiz| | 43
Vector T T Not | 43
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Spe | 64
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Not | 77
BstZ | 7
, Psi | 88
orl Sal | 90
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T spe 2

Figura 2.3 : Mappa circolare del vettore pGEM® T Easy
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Figura 2.4: Mappa circolare del vettore pUTminiTn5 Km
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Figura 2.5: Mappa circolare del vettore pBluescript Il KS
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ELUIZIONE E PURIFICAZ IONE PLASMIDI E PRODOTTI PCR DAL GEL DI

AGAROSIO

| plasmidi e i prodotti PCR sono stati eluiti dai gel di Agarosio utilizzando QKREX Il
( Qiagen)e seguendo il protocollo descritto:
1 Tagliarela banda di DNA dal gel di agarogicelevandda minor quantita possibile
di gel
1 Aggiungere 3 volumi di Buffer QX1 per ogni 100y di gel ( frammenti da 100bp
400Kb)
1 Risospendere la resina AEX Il agitando al vortexper 30 sec e aggiungerla al

campione secondo la tabella e mixare.

<2ny Aggiungere 101 di QIAEXII
2-10ny Aggiungere 301 di QIAEXII
Per Ogni 16y Aggiungere 301 di QIAEXII
Incubare a50°CperlOmmer sol ubilizzare | 6agar osi

Mescolare agitando su vortex per almeno 2 pginportare il DNA in sospensione.
Il colore della mistura deve essere gial[&e il colore & arancione oppure viola,
aggiungere 1@ di 3M sodioacetato pH 5. Il colore dovrebbe tornare giallo dopo
undi ncubazjione di 5 min.

Centrifugare il campione per 30 sec e rimuoverepkswatante

Lavare il pellet con 5081 di buffer QX1

Lavare il pellet 2 volte con 504 di buffer PE

Asciugare il pellet pel0-15 mino fino a che il pellet non diviene bianco

= =4 A A -

Per eluire il DNA aggiungere 20 di TE 0 H20O e risspendere il pelleagitando
su vortex

9 Incubare in accalo con la tabella

Frammento DNA < 4Kb Incubare a T.A. per 5 min.
Frammento DNA 410Kb Incubare a 50°C per 5 min.
Frammento DNA > 10Kb Incubare a 50°C per 5 min.

1 Centrifugare per 30 sec e recuperare flesnatante che contiene il DNA eluito
1 Ripetere glistep 10 e 11
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TRASFORMAZIONE ESCHERICHIA coLl DH5a PIR ES17/PIR MEDIANTE TSS

TSS e unaoluzioneche consentaytilizzando una procedura molto semplice e veloce, di
preparare cellule competenti pronte per la trasformaziasndica [Chunget al 1989]
Di seguito e descritta la procedura utilizzata:
Preparazione delle cellule competenti
Pre-coltura:Inoculare una singola colonia del ceppo da trasformare in 3 ml di LB medium
con | 6ant i bi dardresareONmB7 © ip agitazidne (2625 rpm)
Coltura:Inoculare 20 ml di LB medium con 200 di pre-coltura efar crescere 37°C in
agitazione (20225 rpm) fino a raggiungere Od0.2-0.4
1 Quando la coltura raggiunge un Q;$9.0.2-0.4, dividerla in tubi per micro
centrifuga (Iml/tubo) e mettere in ghiaccio per 5 min.
Centrifugare a 1200@pm per 30 sec.
Eliminare il syperrnatante e risospendere delicatameéingeellet in 75 di LB
medium freddoPorre inghiaccio per 5 min.
1 Aggiungere 751 di TSS solution e mescolare gentilmerRerrein ghiaccio per 5
min.
Procedura di trasformazione
1 Aggiungere 1660 ng di DNA (plamide) alle cellule competenti ottenute nello step
6. Si raccomanda di utilizzarel® m di DNA.
Miscelare gentilmente e porre la reazione di trasformazione in ghiaccio per 30 min.
Heat shock: Incubare i tubi in un bagnetto termostatato a 42°C per 45 sec.
Immediatamente porre i tubi in ghiaccio

Aggiungere 1 ml di LB medium ad ogni tubo

|l ncubare a 37AC per il tempo richies
all éantibiotico ( solitamente 60 min. )
T I'nsemenzare | e piastre dificolpds gacadtiretlae n e n 1

selezione delle colonie trasformate

1 Incubare le piastre per 24h a 37°C
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OTTENIMENTO DEL COSMIDE PLAFINPTII

1 cosmi de A b r o aldptll, hcanterienter aim gneoldgo peleto freon

funzionante del geneptll , & stato ottenutoome mostrato in fi2.6

Isolamento del gene nptll dal plasmide pUT mini Tn5
mediante I'utilizzo di primers specifici (Kan1-Kan2)
EcoRI

[ famst it ||~
Ligazione del \_. ) /
gene nptll al
plasmide pGem

: el [ EcoRI T l
PGEM Kan \rse]® { \\:/

Bam H1 Hind 111
[ AnptIT

l\\

sac _NCO1

2 5o ||m;)BLUEAnptII

~Tth1111

pBluescript I KS (+/-)

pLafR3

pLafAnprll

Fig. 2.6 Fasi della costruzi odmwtlde

Il genenptll & statasolatodd plasmide pUT mini TngDe Lorenzoet al. 1990] mediante
PCR utilizzando & copjpa di primers Kanl e Kan2 frammento amplificato e purificat
corrispondent aptlad dtafoicloriate mel vetjoee ndbonaggio pGEM
TEasy®e poi trasferito nella specie batterieacherichia coli mediante TSS, ottenendo |l
plasmide pGEMptll. La selezione delle colonieasformatee stata eseguita con il metodo
della distinzione bltbianco:nel plasmide é infatti presente il gdaeZ che codifica per la
b-galattosidasi, uenzima che scinde la molecola diGal in due molecole di cui una e di
colore blu. UPTG agisce sul promotore del gene inducendo la sintesi @&lla
gdattosidasi.Durante il clonaggio il frammento si inserisce nella regione lacZ impedendo
la sintesidell'enzima. Le cellule che contengono l'inserdm sono in grado di scindeX-

Gal presente nel substrato, quindi saranno di colore bianco; mentre quelldgifimserto
metabolizzano >gal colorandosi di blu. Le colonie bianche sono state prelevate,
insemenzate 1 ml di LB liquido contenente ampicillirella concentraziondi 100 mg/le
lasciate crescere a 37°C per una notte in agitazione.

Léacqui si zmpdlneHe coanik ottgnate éstata verificata nei seguenti modi:
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crescita su substrato contenente kanamicina
1 estrazione DNA plasmidico e verifica della dimengalel plasmide su gel
di agarosio 0.8%
1 PCR con primeKan 1 e Kan 2 e sequenziamento degli amplificati
Il genenptll & statoa sua volta subclonato in pBlueScigf(+) in corrispondenza del sito
di restrizione di EcoR1, ottenendo cosibpinptll .
Il plasmide pBlueptll € stato digerito con due diversi enzimi di restriziideol e Thtt11)
in modo da introdurre una delezione di 315 bp nella parte centrale dehginelopo la
digestione, per ricircolarizzare il plasmide e stato necessario integraiesdi siti di
taglio mediante il frammento di KlenowQuesto nuovo plasmide con il gemgtll deleto e
stato chiamato pBLUENptll.
Cellule di E.coli trasformate co pBlue/hptll non erano piu in grado di crescere su
substrato contenente Kanamicina indicando che la delezione determinava la perdita i
funzionalita del gene.
La dimensione e la sequenza fhptll sono stati verificatmediante PCR con i primer
Kanl/Kan2 e successiveguenziamento degli amplificati.
Il gene [hptll & stato suaessivamente clonato nel cosmid&fR3 in corrispondenza dei
siti BamH1 / Hindl I ,  C Mhptl§ etilivza ped toasfdrndacet t e n i

ceppi batterici fitopatogeni.

OTTENIMENTO DEL PLASMIDE PAGINPTII

Oltreal | o studio che prevede | O6utilizzo di |
Pseudomonas corrugataontenente il genénptll integrato nel proprio genoma e non piu

come elemento extreromosomiale.

A questo scopo, stato utilizzatoilplasind e fsui ci dao chek@tdedeBal ( O r |
suo interno un minitrasposone. || pAG408 ha la caratteristica di sopravvivere come
plasmide solo nei ceppi contenenti il gérnpér, la cui presenza assicura la replicazione dei
plasmid contenenti RK6 come origine della replicazione. Nei ceppi privi di tale gene il

pl asmide non sopravvive e il minitrasposor
[Suarezet al., 1996].

Il plasmide pAG408 ¢ stato modificato qma diessere utilizzato; in particolare sono state

eliminate le sequenze dei gewutll e GFP contenute nel mitiasposone ed é stato clonato
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il gene [hptll isolato dal plasmide pBluaéptll nei siti di restrizione Notl/Kpnl
(PAGDnptll).

Cellule diE.coliDH5a | pir e S171 pir sono state trasformatme di ant e | dut i | i
con il plasmide precedentemente ottenuto, PA@Il, e i trasformanti sono stati

selezionati su piastre di LB Agar denentigentamicinae anpicillina. (Fig. 2.6)

: pPAG408
np bla  RP4 R6KaipE gfp aphA-3 Gmr 5700 bp
Not1 —:1—\ Kpn1
B _— S17Apir
| Kpnl
PAGAnpI @ £ @

p bla RP4 R6K  Appf]  Gme

oriT  ori

S17Apir Anptll

Fig. 2.6 Fasi delh costruzione del plasmide pAG@hptll

TRASFORMAZIONE DEI BATTERI FITOPATO GENI

Nel momento in cui i plasmidi sono stati trasferiti deiersi ceppi batteriditopatogen;si
e eseguita la procedura denominata Triparental Mating viene di seguitoportata,per

trasformareP. syringaepv. tomatoe P. corrugata

Giorno 1
T InoculareE. coliDH5a c on i | v et tcleerdeveesserel niobilizzatéceppoo
donatorejn 3 ml di LB addiziom t i con | 6antibiotico speci f]

1 Inoculare 3 ml LB+ Kngy conE. coliHB101 (ceppo helper)
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7 Inoculare 3 ml LB corP. aureofacien80-84 o suoi ceppi derivati (ceppizevente)

| batteri sono stati allevati per 18 ore in agitatore termostatato alle T° specifichelger
diverse specie.

Giorno 2

{ Lasciarasciugare le piastre Petri di LB senza antibiotico sotto cappa a l@ussre.

1 Trasferiresterilmente filtri di nitrocellulosa sterile sulle piastre

1 Trasferire 1 ml di coltura batterica in eppendorf da 1.5 ml e centrifugare pen &
13000 rpm.

1 Eliminare il supernatante e risospendere i pellets in200LB.

T Inoculare i filtri con 201 del ceppo donatore, ricevente ed helper come illustralia
figura 2.7

1 Incubare le piastre a 28°C per-28 ore

Giorno 3

1 Trasferire i filtri di nitocellulosa in tubi di vetro stdéi e contrassegnati con hespettive
sigle

1 Aggiungere 2 ml di ddH20O sterile e agitare su vortex per pochi secondsqgyendere
le cellule dai filtri.

7 Insemenzare 108 in piastre di LB agar con il rispettivo abibtico ed incubare 28°C.
La visualizzazione delle prime colonie puo richiedere dalle 24 alle 72 orpiakee
i nsemenzate con i filtri NnSol o Rresedavee nt e
sviluppodi colonie.

Helpel
Donatort
Ricevent

Solo
Donatort

LB aga

Solo
Riceventi

Fig.2.7 Triparental Mating. Disposizione dei filtri su piastra di LB
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Quando e statatilizzato come donatore il ceppo $bir, non € stato necessaritliazare
il ceppo helper € in questo caso la procedura di trasformazione é stata denominata
Abi parental matingo
La metodicad i Atr i parnemst erilevata afficaca g trasfomazione diR.
solanacearumche é stata quindi trasformata mediambeprotocollo di elettroporazione
specifico peR. solanacearurdi seguito descrittpChapman,1998

1 Crescita diR. solanacearuma 28°Cin 2ml di CPG liquido fino a raggiungetma
densita batterica a 600nm di 1 (§61)
Centrifugare 13000rpm per 2min.
Risospendere il pellet batterico in 1ail ddH,O e centrifugare 1300pm per 1
min
Ripetere lo step precedente altreakte
Risospendere il pellet batterico in 0@ di ddH,O
Aggiungere 0.51g di DNA plasmidico

= =2 =4 =4

Elettroporare le cellule con il Gene Pulpestoa 25nF e con intensita di campo

pari a 6V/cm

1 Risospendere le cellule elettroporate imlldi CPG broth e incubare per 3 ore a
37°C

1 Insemenzare 1001 in piastre diCPGagar con il rispettivo antibiotico ed incubare

a28°C. La visualizzazione delle prime colonie puo richiedere dalle 24 alle 72 ore

2.11 VERIFICA DEL TRASFERI MENTO GENICO ORIZZON TALE MEDIAN TE

TRASFORMAZIONE NATUR ALE

Questi esperi ment.i sono stat.i eseguiti pe
fra il geneDnptll presente nei batteri fitopatogeni (chiamati ceguaettor) e il genenptll.
Léavvecombtianazi one  stata evidenziata graz

Kanami ci na daacpetordt.e dei ceppi A
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