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1. INTRODUZIONE

1.1 lonoma e ionomica

Lo ionoma é definito come l'insieme degli elementi minerali e degli elementi presenti in
tracce di un organismo o di un tessuto e ne rappresenta la componente inorganica
(Lahner et al., 2003). Questa definizione e derivata da quella di metalloma (Williams
2001), che prendeva in considerazione solo i metalli, includendo nell’accezione di ionoma
anche i non metalli e gli elementi in tracce presenti in un organismo o in parti di esso.

La ionomica, lo studio dello ionoma, € la misura quantitativa e simultanea della
composizione degli elementi minerali di un organismo o di parte di esso e l'analisi della
variazione di tale composizione elementare come risposta a stimoli fisiologici, agli stadi di
sviluppo o a modifiche genetiche (Salt et al., 2008).

Cosi come l'avvento di tecnologie come la gascromatografia combinata con la
spettrometria di massa (GC-MS) e la risonanza magnetica nucleare ha permesso
'avanzamento delle conoscenze nel campo della metabolomica, allo stesso modo la
spettrometria di massa al plasma (ICP-MS), attraverso I'analisi simultanea di un elevato
numero di elementi minerali, presenti anche in traccia, ha consentito un enorme
avanzamento delle conoscenze nel campo della nutrizione minerale e nella definizione
dell'importanza dell’analisi dello ionoma.

Tali avanzamenti tecnologici sono stati contemporanei ai progressi ottenuti in altri campi
quale ad esempio la bioinformatica, che ha affinato sempre piu gli strumenti per effettuare
analisi in silico predittive sia delle localizzazioni sia delle funzioni dei geni, |l
sequenziamento genomico, la proteomica e la metabolomica cosi da fornire sempre piu un
guadro olistico del funzionamento cellulare di un individuo.

Inoltre, lo sviluppo di piattaforme di genotipizzazione high-throughput e le metodologie di
mappatura hanno accelerato enormemente anche il processo di identificazione di nuovi
loci (QTL) che controllano lo ionoma (Zhao et al., 2007).

Le variazioni del contenuto degli elementi minerali in un organo o nell'intera pianta
possono dipendere da molti fattori quali: 'ambiente pedologico, modificato continuamente
sia dalla pianta sia da fattori ambientali; la morfologia e la fisiologia della pianta; la
capacita di assorbimento traslocazione e accumulo della specie vegetale, legate alla
modulazione e regolazione dei trasportatori di membrana; la sintesi e I'accumulo di agenti

chelanti, i meccanismi di distribuzione intracellulare degli elementi minerali (Baxter, 2009).



Inoltre molti studi hanno dimostrato che la concentrazione di un elemento minerale in una
pianta € influenzata anche dalle interazioni che si determinano tra i diversi nutrienti. Chen
e i suoi collaboratori (Chen et al., 2009b) hanno dimostrato che in L. japonica sono
presenti correlazioni positive tra arsenico, ferro, sodio, zinco e molibdeno, tra magnesio e
nichelio e tra manganese, calcio e stronzio. Gli Autori sostengono l'ipotesi che tali
correlazioni potrebbero dipendere dalla presenza in L. iaponica di trasportatori non
specifici, capaci di trasportare elementi di natura diversa.

L'analisi dello ionoma di A. thaliana ha mostrato correlazioni positive tra manganese,
cobalto, zinco e cadmio in condizioni di carenza di ferro e correlazioni positive tra boro,
zinco ed arsenico in carenza di piombo (Baxter et al., 2008).

Inoltre studi condotti su popolazioni di linee ricombinanti isogeniche (RIL) hanno
evidenziato che differenze nello ionoma si riscontrano sia nel singolo organo o tessuto
come risposta al variare delle condizioni di crescita sia tra organi o tessuti diversi
sottoposti alle stesse condizioni di crescita, suggerendo cio la presenza di fattori di
controllo dellaccumulo degli elementi tessuto-specifici (Ghandilyian et al., 2009). Tale
studio ha inoltre dimostrato la presenza di QTL associati al’'accumulo di uno stesso
elemento in tessuti diversi e che ciascun elemento minerale & soggetto a meccanismi di

controllo diversi che rispondono al variare delle condizioni ambientali.

1.2 Biofortificazione e sicurezza alimentare

Negli scorsi decenni la ricerca nel campo agrario ha avuto come principale obiettivo quello
di aumentare la produttivita per ettaro delle specie vegetali di interesse per I'alimentazione
delll'uomo, ponendo poca attenzione al miglioramento della concentrazione dei nutrienti
minerali in esse contenuti. Oggi invece tale obiettivo € diventato predominante su altri
perché circa la meta della popolazione mondiale soffre di malnutrizione da micro e macro
elementi (White e Broadle, 2009).

La biofortificazione € un processo di arricchimento del contenuto di nutrienti nelle specie
coltivate finalizzato alla salute del consumatore (Hirshi, 2009). Essa € ritenuta una
soluzione sostenibile per la problematica della malnutrizione, che é diffusa nel mondo in
special modo nei paesi in via di sviluppo, poiché altre soluzioni quali ad esempio la
diversificazione della dieta oppure I'uso di integratori alimentari appaiono poco praticabili

proprio in quei paesi, per ragioni tecnologiche ed economiche (Zhu et al.,, 2007). In



quest’ottica quindi la biofortificazione minerale appare la soluzione piu semplice tra quelle
disponibili (Welch e Graham, 2004; Mayer et al., 2008).

Il primo successo raggiunto attraverso I'utilizzo di tecniche di ingegneria genetica e stato il
“golden rice”, un riso fortificato per I'accumulo di provitamina A (beta-carotene) (Ye et al.,
2000). Negli anni successivi si sono ottenuti altri alimenti biofortificati caratterizzati
dallaccumulo ad esempio di vitamina E (Van Eenennaam et al., 2003), di acido folico
(Bekaert et al., 2008) e di calcio (Morris et al., 2008) nelle parti edibili delle specie di
interesse. In particolare Morris ha ottenuto piante di carote ingegnerizzate per I'accumulo
di calcio, le quali accumulavano il doppio del contenuto medio di calcio di una cultivar di
carote commerciale.

Recentemente molta attenzione € volta all’'ottenimento di alimenti fortificati attraverso il
miglioramento delle loro caratteristiche nutrizionali, guardando anche all'accumulo di
elementi minerali, quali Se, I, Zn, implicati in numerosi processi fisiologici tra cui Il
rallentamento dell'invecchiamento cellulare (White e Broadley, 2009; Grusak M A., 1999).
Tali ricerche orientate alla selezione di genotipi e/o cultivar portatrici di caratteri di
interesse per la biofortificazione, hanno tenuto in poco conto la possibilita che esse
potessero accumulare anche sostanze tossiche, non solo per la salute della pianta ma
anche e soprattutto per la salute delluomo. Infatti, il rapido aumento
dell'industrializzazione negli ultimi decenni ha determinato il rilascio nell'ambiente di
notevoli quantita di sostanze tossiche (Zhuang et al., 2007), come ad esempio 22.000 t di
cadmio, 939.000 t di rame, 783.000 t di piombo e 1.350.000 t di zinco (Singh et al., 2003).
L’'inquinamento del suolo € per certi versi piu preoccupante di quello dell’aria e dell’acqua
fondamentalmente perché diversi elementi minerali tossici, tra cui i metalli pesanti
persistono nel suolo per tempi piu lungi che negli altri compartimenti della biosfera (Lasat,
2002).

Dei 92 elementi naturali presenti nella crosta terrestre solo 18 (macronutrienti e
micronutrienti) sono essenziali per le piante come risulta dalla tabella riportata nella
seguente pagina.

Altri 3 elementi, silicio, nichel e alluminio sono considerati elementi benefici, solo per
alcune specie e sono presenti nelle piante in tracce (Pilon-Smits et al., 2009); altre
ricerche hanno riguardato altri elementi, alcune dei quali ritenuti potenzialmente benefici
soprattutto per 'uomo, tra cui I'argento, il cesio, il cromo, il fluoro, lo iodio, il lantanio, il
rubidio, lo stagno, lo stronzio, il titanio, il vanadio ed il tungsteno. Inoltre le piante sono in

grado di accumulare anche elementi minerali che non svolgono alcuna funzione nella
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pianta stessa, ma che al contrario sono notevolmente tossici sia per la pianta sia per la

maggior parte degli organismi viventi tra cui l'uomo (Fraga, 2005).

Elemento Forma nella quale Concentrazione nella pianta
I’elemento e (% di peso secco)
assorbito

Macronutrienti | Carbonio CO2 44
Ossigeno H,O o0 O, 44
Idrogeno H.O 6
Azoto NOz o NH," 1-4
Potassio K* 0,5-6
Calcio cCa™ 0,2-3,5
Fosforo H2 PO4 o0 HPO4" 0,1-0,8
Magnesio Mg™™ 0,1-0,8
Zolfo S04~ 0,05-1

micronutrienti | Ferro Fe™ o Fe™ 25-300 ppm
Cloro Ccr 100-10.000 ppm
Rame Cu™ 4-30 ppm
Manganese | Mn*" 15-800 ppm
Zinco Zn** 15-100 ppm
Molibdeno MoO4" 0,1-5 ppm
Boro BO3 o B40O7" 5-75 ppm

Elementi Cobalto Co™ Tracce

essenziali per | Sodio Na* Tracce

alcune specie

Elementi Silicio Tracce

benefici per Nichel Tracce

alcune specie | Alluminio Tracce

Tra questi, I'arsenico, I'astato, il berillio, il cadmio, il cromo, il cobalto, il piombo, il nichel ed
il vanadio sono considerati carcinogeni per l'uomo dall’Agenzia Internazionale della

Ricerca sul Cancro (IARC) (Beyersmann e Hartwing, 2008). Inoltre anche elementi
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essenziali, quale ferro, rame, zinco, cobalto e manganese, che sono accumulati da tutte le
specie vegetali, possono diventare tossici se assorbiti in eccesso (Siedlecka, 1995;
Bargagli, 1998).

Tra i “metalli pesati”, per lo piu elementi di transizione che possiedono densita superiore a
5 g/cm?® (Holleman e Wiberg, 1985), che sono presenti nei suoli inquinati e che le piante
accumulano utilizzando meccanismi molecolari preposti all’assorbimento di altri elementi, i
piu tossici per le piante, anche a bassissima concentrazione intracellulare, sono piombo,
cadmio e mercurio. Al contrario, diverse specie vegetali sono in grado di vivere in suoli
molto inquinati e di assorbire ed accumulare concentrazioni elevate di metalli tossici come
ad esempio Thalaspi geosingense ed Euphorbia helenae, che accumulano quantita
elevate di nichel, mentre altre specie come Thalaspi caerulescens e Astragalus bisulcatus
accumulano concentrazioni elevate rispettivamente di zinco e selenio (Guerinot e Salt
2001). Le tecniche utilizzate per I'ottenimento di genotipi recanti caratteri utili per la
biofortificazione alimentare, sia mediante ingegneria genetica sia mediante miglioramento
genetico classico o assistito con marcatori molecolari, devono tener ben presente che i
meccanismi molecolari per I'accumulo negli organi eduli di elementi minerali importanti per
la biofortificazione sono gli stessi che possono portare all’accumulo di elementi tossici
negli stessi organi. Cio rende il controllo della quantita e qualita degli elementi accumulati
anche in tracce negli organi eduli dei nuovi genotipi una necessita assoluta per la

sicurezza alimentare.

1.3 1l pomodoro: diffusione, profilo salutistico, nutrizionale e minerale

Oggi il pomodoro € diffuso in tutto il mondo sia per il consumo fresco sia per la
trasformazione industriale e comprende una grande quantita di varieta ed ecotipi coltivati
in diverse aree geografiche (Taylor, 1986). Il pomodoro riveste un ruolo importante
nell’economia agricola mondiale, occupando una superficie di circa di cinque milioni di
ettari con una produzione di circa 160 milioni di tonnellate con una resa media di circa 28
tonnellate per ettaro. Principale produttore & la Cina, con circa 48 milioni di tonnellate,
seguita, a distanza, dall'India, con 16 milioni di tonnellate. Il paese maggior produttore di
pomodoro, nell’area mediterranea, € la Turchia con circa 11 milioni di tonnellate I'anno; in
Italia esso € coltivato su una su una superficie di 122.852 ha, pari al 3% della superficie
mondiale, con una produzione di circa 6 milioni di tonnellate 'anno (FAOSTAT 2011).



Oltre che per I'aspetto economico, il pomodoro € considerato un eccellente prodotto anche
dal punto di vista nutrizionale (Beutner et al., 2001; Gahler et al., 2003; Rosale set al.,
2006; Dorais et al., 2008). Infatti, la bacca di pomodoro € ricca di vitamine (A, C, B1, B2,
K, P, PP) sali minerali (K, Ca, Na, P) carotenoidi, flavonoidi (licopene), fibra vegetale
(Beecher, 1997) ed é riportato che esso coadiuva e talvolta migliora alcuni processi
fisiologici dell'organismo umano (Kushi et al., 1995). Per quanto riguarda la sua
composizione chimica, il pomodoro contiene acqua (94%), proteine (1%), grassi (0,2%),
carboidrati (2,8%), questi ultimi rappresentati esclusivamente da zuccheri solubili quali
glucosio, fruttosio e raffinosio e saccarosio in tracce. L'elevato rapporto tra contenuto di
acqua e livello di zuccheri immediatamente disponibili rende il pomodoro consigliato anche
in diete ipocaloriche. Il pomodoro aiuta ad eliminare I'eccesso di proteine che puo essere
provocata da un’alimentazione troppo ricca di carni e facilita la digestione dei cibi che
contengono fecole ed amidi, come pasta, riso, patate, inoltre esso, grazie al ricco
contenuto di acido malico ed acido lattico, € un eccellente attivatore della motilita gastrica
e risolve, in molti casi, problemi relativi ad una digestione lenta o ad una scarsa acidita
gastrica. Inoltre il pomodoro contiene istamina, solanina e tomatina (licopersicina);
guest'ultima, presente soprattutto in foglie e in frutti acerbi € una molecola ad azione
battericida, che aiuta ad abbassare i livelli di colesterolo presente negli altri alimenti.
Malgrado sia ben dimostrata l'attivita tossica e battericida della tomatina nei confronti di
numerosi predatori erbivori vertebrati ed invertebrati, recenti studi hanno dimostrato
I'inibizione della proliferazione di cellule tumorali del colon e del fegato in tessuti umani
(Lee et al., 2004).

Il pomodoro inoltre e ricco di vitamine solubili, in particolare vitamina A, C e vitamine del
gruppo B importanti per la salute delluomo. Il consumo di un pomodoro di medie
dimensioni riesce a coprire il 40% del fabbisogno giornaliero di vitamina C e il 15% del
fabbisogno giornaliero di vitamina A in forma di 3-carotene (610ug/100 g). Un importante
ruolo antiossidante €& svolto, oltre che dal B-carotene, anche da altri pigmenti quali i
carotenoidi (in grado di conferire principalmente colorazione gialla, arancione, rossa) le
antocianine (in grado di conferire una colorazione rossa, che vira al rosa) e le antoxantine,
piu conosciute come flavonoidi (che colorano in bianco-giallo).

Per quanto riguarda la sua composizione minerale la bacca del pomodoro contiene
potassio (297 mg/ per 100 g), utile contro la ritenzione di liquidi e I'ipertensione; fosforo (25
mg/ per 100 g), che é una componente essenziale di molti processi enzimatici e riveste un

ruolo fondamentale nella contrazione muscolare; calcio (9 mg/100 g), fondamentale per la
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composizione di ossa e denti e per la prevenzione della osteoporosi; ferro (0,3mg/100g),
zinco (0,11mg/100g) e selenio (2,3 pg/100g) che aiutano a combattere i segni
dell'invecchiamento cutaneo. Le fibre, presenti per il 2% sono concentrate nella buccia e
nei semi; nella polpa, invece, sono presenti acidi organici, soprattutto citrico e malico, che
possono esercitare un’azione alcalinizzante, essenziale per neutralizzare i composti acidi
che si formano nel nostro organismo; infatti, a dispetto del suo sapore acido,
guest’ortaggio ha un buon equilibrio acido-basico, e per questo favorisce I'alcalinizzazione
dell’organismo. Inoltre, grazie al suo sapore acidulo, il pomodoro stimola le secrezioni

dell’apparato digerente e favorisce i processi assimilatori.

1.4 Miglioramento genetico del pomodoro ed utilizzo delle linee di introgressione

Il miglioramento delle cultivar di pomodoro é stato fondamentale per la specie umana fin
dall’inizio della sua coltivazione nel XVI secolo in Europa. | caratteri su cui, nel passato, si
e focalizzato il miglioramento genetico, sono stati soprattutto habitus di crescita e le
caratteristiche della bacca (taglia, forma, colore e morfologia). La variabilita delle
dimensioni del frutto &€, ancora oggi, un importante carattere del pomodoro che & passato
nel tempo da dimensioni ridotte, che hanno assolto il compito della propagazione del seme
alle bacche di grandi dimensioni delle moderne cultivar ottenute dal lavoro sapiente dei
breeder e che sono largamente impiegate per il consumo alimentare (Bai e Lindhout,
2007).

Poiché una cultivar di pomodoro ha un turnover commerciale di circa 5 anni, Il
miglioramento genetico é di fondamentale importanza per le aziende produlttrici di semi. La
selezione di linee parentali che presentano caratteri utili e sono utilizzate per produrre
semi F1 rappresenta un compito fondamentale per tali aziende e poiché la variabilita
genetica nelle cultivar di pomodoro é stimata essere inferiore al 5% di quella delle specie
selvatiche di origine (Miller e Tanksley, 1990) il pool genetico di tali specie selvatiche
rappresenta una ricca fonte di caratteri utili.

Sia il miglioramento genetico classico sia quello ottenuto mediante I'utilizzo della genetica
molecolare e delle biotecnologie si € focalizzato sui caratteri correlati alla resistenza alle
malattie, al contenuto di carotenoidi (Liu et al., 2003), alla tolleranza alla salinita (Frary et
al., 2011), allaumento dei livelli di antiossidanti (Ronen et al., 1999, Zhang e Stommel
2000), all'incremento della produttivita, ma poco interesse € stato rivolto al miglioramento

delle qualita nutrizionali correlate all'incremento della concentrazione di elementi minerali
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e micronutrienti nella pianta in generale e nel frutto. Tale aspetto oggi € diventato sempre
piu oggetto di ricerca considerando che circa la meta della popolazione mondiale soffre di
malnutrizione da carenza di macro e microelementi quali ad esempio ferro, zinco e selenio
(White e Broadley, 2005).

Il miglioramento genetico di cultivar di pomodoro di interesse economico € spesso basato
sull'introgressione di geni utli da specie selvatiche donatrici (Fooland, 2007). Le
successive operazioni di selezione delle progenie derivanti da tali reincroci non
garantiscono, se non specificamente studiati, I'eliminazione di geni non desiderati e dei
caratteri fenotipici da essi dipendenti. Tra i caratteri non soggetti a controllo nel processo
di selezione sono quelli riguardanti I'assorbimento degli elementi dal suolo, la loro
traslocazione e il loro accumulo negli organi eduli, quei caratteri che definiscono lo ionoma
di una pianta. Le linee di introgressione di pomodoro (IL) sono una popolazione di linee
guasi isogeniche sviluppate in seguito all'incrocio tra una specie selvatica e una cultivar
coltivata seguito da una serie successiva di reincroci. Ogni linea originata da tale
procedura porta in omozigosi un singolo segmento di cromosoma della specie selvatica e
tali linee offrono una copertura completa del genoma del pomodoro (Zamir, 2001, 2006;
Tanksley et al., 1996). Una popolazione di IL completa ricostituisce quindi completamente
il genoma della specie donatore (selvatica). Di conseguenza, queste popolazioni sono
molto utili per identificare e stabilizzare QTL, perché ogni differenza fenotipica tra ciascuna
IL e il genitore ricorrente (coltivato) e attribuita esclusivamente a uno o piu geni del
genitore donatore (selvatico) presenti sul segmento cromosomico introgresso nel genoma
della specie coltivata (Lippman et al., 2007). Tali linee di introgressione sono state, infatti,
usate spesso per l'identificazione di QTL associati a caratteri importanti dal punto di vista

agronomico e commerciale del pomodoro.

1.5 Scopo della tesi

Solanum pennellii € una specie selvatica di pomodoro cross-compatibile con le specie
coltivate e che spesso € utilizzata nei programmi di miglioramento genetico del pomodoro
al fine di introdurre in esso caratteri utili (Zamir, 2001). Presso il Dipartimento di Scienze
del Suolo della Pianta e del’Ambiente (DiISSPA) dell’'Universita di Napoli Federico Il, dove
in parte si € svolto questo lavoro di dottorato, sono disponibili i semi delle 76 linee
d’introgressione della specie selvatica S. pennellii nella cultivar M82 di S. lycopersicum
(Eshed e Zamir,1995). Fino ad oggi non ci sono dati pubblicati sull'influenza del genoma di
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S. pennellii sullo ionoma di cultivar di pomodoro derivanti dall'incrocio con essa. Pertanto,
gueste IL sono un materiale adatto per identificare QTL associati alle modifiche dello
ionoma di pomodoro in risposta all’introgressione e al trattamento con elementi minerali
tossici per la pianta o per l'uomo.

Il presente lavoro di dottorato si inserisce nel progetto di ricerca denominato “GenoPOM”
finanziato dal MIUR e in particolare nella tematica riguardante l'analisi strutturale e
funzionale del genoma di pomodoro per l'identificazione di geni per caratteristiche di
qualita e di tolleranza a stress biotici e abiotici per I'ottenimento di alimenti con migliorate
caratteristiche organolettiche ed elevato valore salutistico e nutritivo. L’obiettivo di questo
lavoro di dottorato e stato valutare la variabilita presente in pomodoro per nutrienti
associati alla salute, quali elementi minerali essenziali e non attraverso la definizione delle
mappe ionomiche del pomodoro ed identificare i QTL associati allo ionoma del pomodoro.

Per raggiungere tali obiettivi, in questo lavoro di dottorato € stato studiato il contributo delle
introgressioni di S. pennellii nella specie coltivata S. lycopersicum cv. M82 nell’'accumulo
di elementi minerali negli apici caulinari di una collezione di IL, allevate in condizione
controllate e in presenza o assenza di elementi tossici. Tale studio ha permesso di
identificare IL recanti QTL associati alla fortificazione alimentare e alla sicurezza

alimentare del pomodoro.



2. MATERIALI E METODI

2.1 Materiali

2.1.1 Reagenti

L’'acido nitrico, 65% (m/v), I'acido cloridrico, 37% (m/v) e I'acido fluoridrico al 40% (m/v)
usati sono prodotti da E. Merck, Darmstadt, FRG.

L'acqua ad alta purezza e stata ottenuta facendo passare l'acqua distillata attraverso un
sistema deionizzante Milli-Q ™ (Millipore, Bedford, MA, Stati Uniti).

2.1.2 Soluzioni standard
Le soluzioni standard sono state preparate a partire da 10 mg/l di standard di calibrazione
ICP-MS n. 1, 2, 3, 4 (PE Pure, Perkin-Elmer) per diluizione con acqua contenente la

stessa quantita di acido nitrico dei campioni.

2.1.3 Materiali certificati
| materiali certificati utilizzati sono stati foglie di orchidea NBS 1571, foglie di tabacco CTA-
OTL NIST e foglie di pomodoro NIST 1573.

2.1.4 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato nel presente lavoro di ricerca include 59 linee di
introgressione (IL) per I'esperimento sulle piante controllo e 60 per I'esperimento sulle
piante trattate, prodotte tramite reincrocio tra la specie coltivata Solanum lycopersicum,
cultivar M82, e la specie selvatica Solanum pennellii LAO716 (Eshed e Zamir, 1995). A
gueste € stata aggiunta la stessa specie coltivata, parentale delle IL, Solanum
lycopersicum, cultivar M82.

| semi delle IL e quelli della cultivar M82 erano gia presenti presso il Dipartimento di
Scienze del Suolo, della Pianta e dell’Ambiente (DISSPAPA) dell’Universita Federico Il di
Napoli e provenivano dal Tomato Genetics Resource Center (TGRC) USA.
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2.2 Metodi

2.2.1 Condizioni di crescita, trattamento e campionamento.

Quaranta semi del genotipo controllo cv. M82 e 20 semi di ciascuna IL sono stati seminati
ciascuno in 37.5 grammi di terriccio sterile commerciale (Floragard miscela speciale)
inumidito, posto in contenitori alveolari di polistirolo e posti in serra.

Dopo 15 giorni dall'emergenza, le plantule sono state irrigate ogni settimana con 0.7 ml
con soluzione di Hoagland (0.25X) (Epstein, 1972); tale irrigazione era mantenuta fino al
termine della sperimentazione per le piante controllo e per le piante trattate. Dopo 30
giorni dall’'emergenza una meta delle piante germinate (20 piante per la cv. M82 e 10
piante per ciascuna IL) sono state irrigate per due volte dopo 7 giorni, tra la prima e la
seconda irrigazione, con una soluzione contenente arsenico, cadmio, cromo, rame,

nichel, piombo, e zinco in forma combinata come riportato in calce.

Elemento Sale Concentrazione Concentrazione  Quantita di
nella soluzione finale elementi
madre (g 1™ aggiunti al
(g 1™ terreno
(mg Kg™)
Arsenico AsHNa,04*7H,0 1,00 0,024 0,90
Cadmio CdSO,4 25,66 1,124 41,96
Cromo K2Cr,07 10,00 0,354 13,22
Nichel Ni SO4*6 H,0 2,00 0,045 1,68
Piombo Pb (NOs)2 10,00 0,626 23,30
Rame Cu SO4* 5 H,O 10,00 0,255 9,52
Zinco ZnS04* 7 H,0 28,75 0,654 24,42

Quindici giorni dopo l'inizio del trattamento, I'apice vegetativo di quattro piante controllo e
quattro piante trattate per ciascuna IL e per la cv. M82, selezionate in base ad uniformita
di altezza, diametro del fusto, numero di palchi fogliari e uniformita di stadio di sviluppo,
sono state prelevate, poste in azoto liquido e conservate a -80°C, per essere

successivamente analizzate.
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2.2.2 Mineralizzazione dei tessuti fogliari e dei terreni.

Al fine di mineralizzare i tessuti vegetali campionati, essi sono stati posti in stufa a 50°C
per 72 ore fino alla stabilizzazione del peso.

Ciascun campione, pari a 200 mg di peso secco, € stato digerito e mineralizzato. La
mineralizzazione dei tessuti fogliari si basa sulla digestione con acido concentrato a
caldo, in recipienti chiusi posti in un Microway allo scopo di portare in soluzione gli
elementi associati al particolato o presenti in forma colloidale e/o organica.

A tale scopo sono stati usati HNO3; al 65 % di grado ultrapuro e H,O, al 30 %. La
presenza di questi due ossidanti ha determinato una prima disgregazione della matrice
organica dei nostri campioni mentre la completa disgregazione e solubilizzazione dei
tessuti si e ottenuta utilizzando un sistema a microonde ad alta pressione ed alta
temperatura. Per i nostri tessuti si € deciso di utilizzare I'acido nitrico, poiché tale acido e
meno forte di altri e garantisce un recupero completo degli elementi presenti in soluzione.
E’ stato usato un forno a microonde della Multiwave Anton Paar dotato di sei vasi in teflon
posti su un rotore che permette il monitoraggio in continuo della pressione e temperatura
di ciascuno di essi.

La digestione dei tessuti fogliari € stata ottenuta aggiungendo, ad ogni campione
omogeneizzato ed inserito nel vaso:

- 4 ml di HNO3 al 65% super puro;

- 1ml di H,0,,

La digestione e stata condotta applicando il seguente programma:

Energia Tempo
Da 100 W a500W 5 min.

800 W 15 min.
ow 15 min.

Alla fine del ciclo di mineralizzazione i campioni digeriti sono stati diluiti cinque volte
portandoli a 25 ml con acqua Milli-Q e in seguito sono stati analizzati mediante ICP-MS.

La verifica sperimentalmente dell’affidabilita del metodo di digestione e le prestazioni dello
strumento (ICP-MS) sono state eseguite quotidianamente applicando la stessa procedura
di mineralizzazione e di analisi all'lCP ai materiali vegetali certificati da noi utilizzati: foglie
di orchidea NBS 1571, foglie di Tabacco CTA-OTL e foglie di pomodoro NIST 1573. Per
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ogni ciclo di mineralizzazione e stato eseguito un bianco analitico nel quale il campione e
stato sostituito da un’identica quantita di acqua (0,2 ml) MilliQ (18MQ).

Alla fine di ciascun ciclo di mineralizzazione seguiva una fase di lavaggio dei vasi. A
ciascun vaso sono stati aggiunti 5 ml di HCI 6N e il vaso e stato sottoposto ad un primo
ciclo nel micronde applicando una temperatura di 1.000W per 20 minuti e ad un secondo
ciclo di 10 minutia O W.

2.2.3 Determinazione mediante ICP-MS delle concentrazioni degli elementi

La determinazione della concentrazione degli elementi presenti nei tessuti campionati e
mineralizzati e stata effettuata mediante ICP-MS. Per le analisi & stato utilizzato uno
spettrometro di massa accoppiato induttivamente a plasma (ICP-MS) ELAN 6000 della
Perkin Elmer equipaggiato di nebulizzatore cross-flow e pompa peristaltica GlLon per
I'introduzione del campione (Elan 6000, ICP-MS hardware guide 1997).

Lo strumento €& dotato di auto-campionatore modello AS 90 (Perkin-Elmer) e di diversi
sistemi di introduzione del campione, che permettono di analizzare matrici allo stato
liquido, gassoso e solido.

Tale strumento per la sua elevata sensibilita e precisione permette di utilizzare quantita di
campione piccole (0,2 g) e di determinare simultaneamente macro/micro-nutrienti ed
elementi presenti in traccia.

L'ottimizzazione operativa dellICP-MS & stata eseguita regolando il flusso di
nebulizzazione ed eseguendo l'allineamento dello spettrometro di massa rispetto alla
torcia per ottenere la massima produzione degli ioni M* e la minima produzione degli ioni
M*" e MO** della torcia. Lo strumento & stato quotidianamente monitorato utilizzando una
soluzione certificata dalla Perkin Elmer di 10 pg/l di bario, cesio, rame, indio, uranio,
rodio, magnesio e piombo in HNO3 all'1%.

Tutte le analisi sono state eseguite e riferite a curve di calibrazione costruite con
concentrazioni fisse e crescenti degli elementi considerati. Le prestazioni dello strumento
sono state validate applicando le stesse procedure sperimentali ai materiali vegetali.

La concentrazione di sodio, magnesio, calcio, stronzio, bario, vanadio, cromo, molibdeno,
manganese, ferro, cobalto, nichel, rame, zinco, cadmio, alluminio, piombo ed arsenico
sono state determinate mediante ICP-MS e le concentrazioni sono state riferite al peso
secco dei tessuti campionati. | risultati sono stati riportati eseguendo il seguente calcolo

analitico:
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Concentrazione dello ione (mg/Kg) =(A — B) x C/P
dove:
A = concentrazione (mg I™') dell'elemento nella soluzione digerita;
B = concentrazione (mg |™*) dell'elemento nella soluzione digerita nel bianco analitico;
C = fattore di diluizione (I).
P = peso del campione (Kg)

La tecnica analitica per la determinazione della concentrazione degli elementi mediante la
spettrometria di massa di ioni generati con accoppiamento induttivo a plasma, comporta
I'introduzione del campione, opportunamente nebulizzato, in un flusso di argon altamente
ionizzato ad elevatissime temperature (7.000-8.000° C). Tali temperature di esercizio
sono raggiunte mediante l'induzione elettromagnetica generata da un campo di
radiofrequenze.

Il trasferimento di energia dal gas ionizzato (plasma) al campione determina la
desolvatazione, I'atomizzazione e la ionizzazione degli elementi. Gli ioni uscenti dal
plasma sono convogliati attraverso due coni, il sampler e lo skimmer, che selezionano gli
ioni, in un fascio ionico che, focalizzato da un sistema di lenti, arriva nell'analizzatore di
massa costituito da un quadrupolo. Qui le specie ioniche sono separate in base al
rapporto massa/carica (Montaser et al., 1998).

L’introduzione del campione oltre che mediante nebulizzatore avviene anche mediante
sistemi alternativi come I'elettrothermical vaporization (ETV) o il flow injection (FIA). LETV
e una tecnica di elettrovaporizzazione che consiste nel sottoporre il campione ad un
programma termico opportunamente scelto, tale da permettere la separazione della
matrice dagli analiti. Questo tipo di intervento permette di ridurre la soppressione del
segnale, causata dalla presenza di sali nella matrice, senza ricorrere a diluizioni del
campione che renderebbero ancora piu difficile la determinazione delle bassissime
concentrazioni in cui generalmente sono presenti gli elementi (Chapple e Byrne, 1996). Il
FIA € un sistema di iniezione in flusso mediante il quale possono essere operate in linea
una serie di pretrattamenti del campione prima del suo arrivo al nebulizzatore.

| vantaggi di tale strumento, rispetto alle piu tradizionali tecniche spettroscopiche, sono: la
possibilita di analizzare quantitativamente piu elementi simultaneamente; piu bassi limiti
di rilevabilita (DL o LOD o detection limits); la possibilita di compiere analisi isotopiche;
necessari ridotti volumi di campione; la semplicitd di letture degli spettri risultanti. Gli
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svantaggi nascono dal fatto che solo alcuni elementi sono monoisotopici, mentre la
maggior parte presentano da due a sei isotopi, producendo possibili interferenze.
Comunemente le interferenze si dividono in spettrali e non spettrali (Rodushkin et al.,
1998). Le interferenze spettrali sono causate da ioni molecolari e atomici che hanno la
stessa massa nominale dell’analita di interesse, mentre le interferenze non spettrali sono
spesso riferite alla natura della matrice (deposizione di sali o ossidi di matrice
all'interfaccia) che puo portare ad una soppressione o0 ad un aumento del segnale di
risposta dello strumento.

Tutte le mineralizzazioni e le analisi allICP-MS sono state svolte presso i laboratori del
centro ricerche ENEA di Portici, diretti dal Dott. A. Salluzzo.

2.2.4 Analisi statistica

| valori di concentrazione degli elementi ottenuti mediante ICP-MS sono stati raggruppati
in base al genotipo (4 campioni per ciascun genotipo e 18 elementi per ogni campione).
Tali dati sono stati analizzati statisticamente mediante tre analisi statistiche: il t-test di
Student, I'analisi di correlazione multipla (MC) e I'analisi cluster gerarchica (HCA).

Il t-test di Student é stato eseguito utilizzando Excel 2007 (Microsoft ®).

L'analisi di correlazione multipla (MC) e l'analisi cluster gerarchica (HCA) sono state
eseguite utilizzando il pacchetto software XLSTAT (Addinsoft SARLTM).

Il t-test di Student e stato impiegato per confrontare la media della concentrazione di
ciascun elemento trovato in ciascuna Il con la media della concentrazione dello stesso
elemento nella linea parentale controllo cv. M82. La soglia di significativita & stata posta a
p <0,05.

L’'analisi di correlazione multipla & stata eseguita usando come dati di ingresso le medie di
tutti i genotipi oggetto di analisi (ossia tutte le IL e la cv. M82) per tutti gli elementi
analizzati. E’ stata cosi ottenuta una matrice di correlazione a doppio ingresso.

L’'analisi cluster gerarchica e stata compiuta usando come valori di ingresso la differenza
tra la media delle concentrazioni di ogni elemento quantificato in ciascuna IL e la
concentrazione media dello stesso elemento nella cv. M82. Il risultato e stato un
dendrogramma costruito con il metodo di Ward e le differenze tra i nodi sono state

espresse in unita di dissimilarita con il metodo della distanza Euclidea.
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2.2.5 ldentificazione di QTL

Per ogni elemento analizzato, l'effetto di ciascuna introgressione é stato espresso come
differenza percentuale tra la media di quell’elemento in quella IL e la media dello stesso
elemento nella cv. M82 (media IL - media cv. M82 / media cv. M82 x 100).

Il confronto di ogni IL con la cv. M82, che come detto costituisce il background genetico
della stessa IL, consente di attribuire le differenze che si evidenziano tra le concentrazioni
degli elementi nelle IL al contributo dell’introgressione. Ad esempio, un valore del 50% in
una IL per un determinato elemento indica che l'introgressione ha causato un aumento
del 50% della concentrazione di tale elemento rispetto alla cv. M82.

Sono stati scelti come valori identificativi della presenza di un QTL associato allo ionoma
nel tratto di cromosoma di S. pennelii introgresso nella cultivar M82 solo i valori che
hanno presentato una variazione percentuale rispetto alla cv. M82 superiore al 30% in
valore assoluto e che nello stesso tempo erano risultati statisticamente significativi a
p<0,05 al t-test di Student utilizzato per il confronto tra le medie delle concentrazioni degli
elementi nelle IL e quella della cv. M82, come riportato da Rousseaux et al. (2005) e
Frary et al. (2011) in studi analoghi di identificazione di QTL nella popolazione di IL.
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3. RISULTATI

Le concentrazioni dei 18 elementi sono state determinate mediante analisi all'ICP-MS
applicata agli apici caulinari di piante di pomodoro sia della cultivar M82 sia per le 59 linee
di introgressione (IL, S. lycopersicum cv. M82 x S. pennellii). | dati provenienti da questa
analisi sono stati elaborati al fine di studiare la correlazione tra concentrazione di tali
elementi negli apici caulinari e il contributo dell'introgressione di porzioni del genoma S.

pennellii LAO716 in S. lycopersicum.

3.1 Relazione tra gli elementi dello ionoma degli apici caulinari di pomodoro

La relazione tra gli elementi dello ionoma degli apici caulinari di pomodoro € stata € stata
studiata eseguendo un'analisi di correlazione multipla tra la concentrazione di ogni
elemento presente negli apici sia delle IL sia nella cv. M82 in piante allevate in condizioni
controllate di coltura. La matrice di correlazione risultante é riportata in tabella 1 dove sono
visibili i valori significativi (Pearson) a p <0,05. Gli elementi studiati sono stati ordinati in
base alla loro appartenenza ai gruppi chimici definiti dalla tavola di Mendeleev ed in base
alle loro proprieta fisiologiche. Questo ordine € stato utilizzato in tutte le figure e le tabelle
di questa tesi.

Su un totale di 71 correlazioni significative 12 sono risultate negative, mentre le altre 59
correlazioni sono risultate di segno positivo. Gli unici elementi che mostrano correlazioni
negative significative con tutti gli altri sono il cobalto ed il piombo mentre tra loro mostrano
una correlazione positiva. E possibile notare come il ferro sia al primo posto come numero
di correlazioni con gli altri elementi, con 14 correlazioni sulle 17 possibili; solo sodio,
magnesio ed alluminio non hanno mostrato alcuna significativa correlazione con la
variazione di concentrazione di questo elemento. Inoltre il ferro mostra il maggior numero
di correlazioni positive rispetto gli altri elementi, con 12 sulle 14 risultanti dall’analisi. Il
rame e I'alluminio invece sono quelli che risultano avere meno correlazioni mostrando solo
3 correlazioni, rispettivamente con molibdeno, ferro, zinco e vanadio, cobalto, nichel. Per
guanto concerne le sole correlazioni positive il vanadio € secondo solo al ferro con 11
elementi correlati; al terzo posto si collocano calcio, stronzio, e manganese, ciascuno con
dieci elementi correlati con essi. E anche interessante notare come sodio, magnesio,
bario, molibdeno, nichel, rame, zinco e cadmio abbiano mostrato solo correlazioni positive

con gli altri elementi.
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La stessa analisi di correlazione con le stesse metodologie statistiche é stata eseguita per
le piante irrigate con una soluzione contenete metalli pesanti come descritto in Materiali e
Metodi. Il risultato di tale analisi e riportato in tabella 2.

Per quanto concerne questa analisi € possibile notare che, a differenza di quanto
osservato per le piante controllo, non esiste alcuna correlazione negativa tra le
concertazioni degli elementi. Il numero di correlazioni totali € di 87, risultato maggiore
rispetto all’analisi delle piante in condizioni di controllo, dove ne sono state osservate 71.
Inoltre & possibile notare che il piombo ed il cobalto, che in assenza di irrigazione con
metalli pesanti erano risultati correlati positivamente tra loro e negativamente con tutti gli
altri elementi, in questa analisi nhon hanno mostrato una correlazione statisticamente
significativa tra loro e presentano solo una correlazione positiva significativa con altri
elementi: il piombo con il cromo ed il cobalto con il molibdeno. L'alluminio non risulta
correlato con alcun elemento, mentre € aumentato notevolmente il numero di correlazioni
di rame, zinco, cadmio e molibdeno rispetto sempre alle condizioni di crescita in assenza
di irrigazione con soluzione contenente metalli pesanti. Il ferro invece conferma la sua
posizione al primo posto per numero di correlazioni con gli altri elementi, con 14
correlazioni ma lo stesso numero di correlazioni € in queste condizioni mostrato anche dal

calcio e dallo stronzio.

3.2. Identificazione di QTL

L'introgressione di porzioni di genoma di S. pennellii in quello di S. lycopersicum ha
prodotto nelle nostre condizioni sperimentali, sia per le piante controllo sia per le piante
trattate, diverse variazioni significative nello ionoma dell’apice caulinare di tutte le linee di
introgressione, se confrontato allo ionoma della linea parentale cv. M82.

In tabella 3 ed in tabella 4 sono riportati, per ogni singolo elemento saggiato e per tutte le
IL, i valori espressi come percentuale di differenza tra la media della concentrazione
dell’elemento nella IL e la media della concentrazione dell’elemento nella cv. M82,
applicando la formula riportata in Materiali e Metodi.

Al fine di comprendere se per ogni elemento la differenza tre la concentrazione media
rilevata nelle singole IL e quella osservata nella cv. M82 fosse significativamente differente
e stato applicato il test statistico t-Student per p<0.05. Tale analisi statistica e stata
eseguita sia per le piante controllo sia per le piante che sono state sottoposte ad

irrigazione con soluzione contenete i metalli pesanti.
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Le differenze tra le concentrazioni dello stesso elemento tra la cv. M82 ed ogni IL superiori
al 30% in valore assoluto e risultate statisticamente significative a p<0.05 sono state
considerate come identificative della presenza di un QTL nel tratto di cromosoma di S.
pennelii introgresso nella cv. M82, in accordo alla definizione di QTL espressa da
Rousseaux et al. (2005). Nelle tabelle 3 e 4 sono riportati quindi in carattere grassetto i
QTL identificati come sopra descritto.

3.2.1 QTL identificati in condizioni controllo

Per quanto concerne le piante controllo, nella figura 1 € riportata la distribuzione dei QTL
per ciascun elemento saggiato (pannello A) ed anche la frequenza di IL aventi lo stesso
numero di QTL (pannello B). Nel pannello A di tale figura & possibile notare che per tutti gli
elementi saggiati sono stati trovati QTL che influenzano la variazione della concentrazione
nell'apice dell’elemento in esame.

In generale, € interessante notare che la maggior parte dei QTL rilevati sono associati ad
una diminuzione della concentrazione dell’elemento nell’apice caulinare. Non vi € alcun
elemento, infatti, per il quale sono stati trovati QTL associati solo al’aumento della
concentrazione dell'elemento saggiato, mentre solo il sodio, il ferro ed il cadmio hanno
mostrato esclusivamente QTL associati ad una diminuzione della loro concentrazione.

Il piu alto numero di QTL associati ad una diminuzione di concentrazione degli elementi
negli apici & stato trovato in due elementi: il sodio (55 QTL) ed il rame (45 QTL). D'altra
solo il manganese con 19 QTL ed il cobalto con 33 QTL sono risultati gli elementi per i
qguali & stato riscontrato il maggior numero di QTL associato all'aumento della loro
concentrazione.

Dal pannello B della figura 1 si evidenzia che se da un lato non € stata osservata alcuna IL
per la quale non sia stato trovato almeno un QTL associato alla variazione della
concentrazione di un elemento, con un numero minimo di QTL pari a 3, dall’altro non vi
alcuna IL per cui sono stati rilevati QTL associati alla variazione di tutti gli elementi
saggiati. Dalla stessa figura 1B si evince pure che il numero piu frequente di QTL osservati
in una IL é stato di 8 sui 18 possibili: infatti, per ben 10 IL sono associati 8 QTL. Infine, il
numero di QTL piu elevato presente nella stessa IL é stato di 15, carattere mostrato da

una sola IL.
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3.2.2 QTL identificati in condizioni di trattamento

Nella figura 2 sono riportati, espressi con le stesse modalita grafiche delle piante controllo,
i risultati per le piante trattate. Dal pannello A & possibile notare che anche per le piante
trattate, cosi come lo é stato per le piante controllo, la maggior parte dei QTL trovati nel
nostro studio sono associati ad una diminuzione della concentrazione degli elementi negli
apici caulinari delle IL ma la differenza tra esse e certamente inferiore a quella che e stata
rilevata nel caso delle piante controllo. Infatti, nelle piante controllo il numero totale di QTL
associati ad un aumento della concentrazione degli elementi & risultato di 109 sul totale di
491 QTL rilevati (22%) mentre nelle piante trattate la proporzione € quasi raddoppiata,
raggiungendo il 41%, per la presenza di 215 QTL associati ad un aumento della
concentrazione degli elementi sul totale di 530. Un'ulteriore differenza con le piante
controllo riguarda il cromo: nelle piante trattate sono stati trovati solo QTL associati
all'aumento della sua concentrazione (fig. 2 pannello A) mentre non é stato rilevato alcun
elemento nelle piante controllo per il quale siano stati identificati QTL associati solo
all’'aumento della sua concentrazione.

Le piante trattate hanno mostrato QTL associati solo alla diminuzione della concentrazione
negli apici caulinari per tutti gli elementi del Il Gruppo saggiati (magnesio, calcio, stronzio,
bario) e per il molibdeno, mentre per le piante controllo solo tre elementi, cioé sodio, ferro
e cadmio, hanno mostrato lo stesso comportamento.

Per gli elementi quali sodio, vanadio, ferro, rame, alluminio € stata rilevata un'inversione di
tendenza tra le piante controllo e le trattate: infatti, per questi elementi le piante controllo
hanno mostrato la maggior parte di QTL, se non la loro totalita, associati alla diminuzione
delle loro concentrazioni mentre nelle piante trattate € stato rilevato il fenomeno contrario,
ossia la presenza della maggior parte dei QTL associati allaumento di concentrazione.
Differentemente, per cobalto ed arsenico nelle piante controllo sono stati osservati la
maggior parte dei QTL associati ad un aumento della concentrazione, mentre nelle piante
trattate per i suddetti elementi la maggior parte dei QTL sono risultati essere associati alla
diminuzione delle loro concentrazioni.

Nel pannello B della figura 2 e stata riportata la frequenza di IL trattate aventi lo stesso
numero di QTL. Anche per le piante trattate non é stata osservata alcuna IL per la quale
non sia stato rilevato almeno un QTL associato con la variazione della concentrazione di
un elemento ed anche in questo caso, come nelle piante controllo, il numero minimo di

QTL presenti in una IL & 3, come pure quasi invariato € risultato il numero massimo di QTL
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trovati nella stessa IL, pari a 14 anziché di 15 e la frequenza media di QTL rilevati per
singola IL, pari ad 8 QTL sui 18 possibili associabili agli elementi saggiati.

3.3 Identificazione e studio dei QTL per ogni singola IL

Nelle figure 3 e 4, rispettivamente per le piante controllo e trattate, sono riportate, in ordine
di cromosoma, le IL: per ognuna di esse sono riportati in rosso i QTL associati con un
aumento della concentrazione di uno specifico elemento; viceversa, le caselle colorate in
blu quelli associati con una diminuzione della concentrazione di uno specifico elemento.
Ancora una volta, gli elementi sono stati ordinati in base alle loro proprieta chimiche e

fisiologiche, come gia spiegato in precedenza.

3.3.1 Identificazione di QTL per ogni singola IL in piante controllo

Per quanto concerne le piante controllo (figura 3) la maggior parte dei QTL osservati
mostrano essere associati ad una diminuzione concentrazione degli elementi negli apici,
tranne che per cobalto, manganese, cromo ed arsenico in cui la maggior parte dei QTL
sono risultati associati all'aumento della concentrazione rispetto alla cv. M82.

Il numero piu basso di QTL é stato osservato nella linea 10-2, infatti in essa sono stati
individuati solo tre QTL tutti associati all'aumento della concentrazione di manganese,
cobalto ed arsenico rispetto alla cv. M82. Tale IL &€ anche I'unica delle 59 studiate ad avere
solo QTL che si riferiscono all’aumento della concentrazione degli elementi, mentre sono
state trovate 8 IL che possiedono QTL relativi alla sola diminuzione della concentrazione e
non hanno alcun QTL positivo. Il numero piu alto di QTL invece é stato osservato nella IL
3-5 dove ne sono stati individuati 15.

L’elemento che ha mostrato il numero minore di QTL e stato il molibdeno con sole 8 IL su
59 in cui erano presenti QTL; inoltre, solo quello individuato nella IL 9-1-2 & risultato
associato ad un aumento di concentrazione del 44,3% rispetto al cv. M82, mentre gli altri
sette individuati in altrettante IL sono risultati associati alla diminuzione della
concertazione rispetto alla cv. M82.

L’elemento che ha mostrato il numero piu elevato di QTL e stato il sodio, con 55 IL su 59,
tutti per altro relativi alla diminuzione di concentrazione; solo le IL 4-3-2, 10-2, 11-1 e 12-2
hanno mostrato un valori di concentrazione non statisticamente diversi dal parentale

ricorrente.
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Un comportamento analogo a quello del sodio € stato osservato per il cadmio, in cui sono
stati coinvolti 34 QTL sempre tutti associati con la diminuzione della concentrazione
dell’elemento. Inoltre per questo elemento le introgressioni relative ai cromosomi 5, 9, e 10
non mostrano avere alcuna influenza sulla concentrazione.

Anche il rame ha mostrato per lo piu QTL legati ad una diminuzione della concentrazione
degli elementi rispetto alla cv. M82, tranne due QTL, associati alle IL 9-1-2 e 12-1-1, che
hanno mostrato appunto un aumento della concentrazione rispettivamente di +289,7% e
+47,9%. L’alluminio € il quarto elemento che ha mostrato diversi QTL connessi alla
riduzione di concentrazione, tranne che per le IL 1-1-3 e 1-4, che hanno mostrato un
comportamento inverso con un aumento di concentrazione rispetto alla cv. M82
rispettivamente del 76,5% e del 204,2%. Inoltre, la maggior parte delle introgressioni
appartenenti ai cromosomi 7, 10, e 11 non hanno mostrato avere alcun effetto sulla
concentrazione dell'elemento rispetto alla cv. M82.

Per il ferro, cosi come per il sodio ed il cadmio, sono stati identificati QTL associati
esclusivamente alla diminuzione della loro concentrazione negli apici caulinari rispetto alla
cv. M82, anche se il numero dei QTL a loro associati e risultato decisamente inferiore a
guelli sopra riportati. Essi sono risultati localizzati per lo piu sui cromosomi 4 e 6, mentre
tutte le introgressioni coinvolgenti i cromosomi 9 e 12 non hanno mostrato influenzarne la
concentrazione.

Per il magnesio tutti i QTL individuati sono risultati associati ad una diminuzione di
concentrazione dell’elemento tranne quello identificato sulla IL 4-3-2, che € risultato
essere associato ad un incremento pari a +48,2% della concentrazione.

Per quanto riguarda il bario, e facile notare che tutte le IL appartenenti al cromosoma 8
hanno evidenziato QTL associati con una diminuzione di concentrazione dell’elemento.

Le IL afferenti al cromosoma 9, oltre che a quelle afferenti al cromosoma 8, sono risultate
associate ad una diminuzione della concentrazione anche per il vanadio. Inoltre, per
guest'ultimo elemento, solo tre QTL, precisamente uno individuato sulla IL 1-4 (+72,0%) e
due sul cromosoma 12 (IL 12-1, +60,8%; IL 12-1-1, +135,1%), sono stati associati ad un
aumento della concentrazione dell'elemento.

Il calcio e lo stronzio hanno mostrato un comportamento simile al bario per quanto
riguarda le IL appartenenti al cromosoma 4.

Cromo, manganese, cobalto ed arsenico hanno mostrato piu QTL associati con un
aumento della concentrazione del metallo di quelli associati con una sua diminuzione,

invertendo la tendenza generale di tutti gli altri elementi (Figura 3). | QTL associati ad un
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aumento di cromo e manganese sono stati osservati nelle IL afferenti ai cromosomi 2 e 12.
Quelle afferenti a quest’ultimo cromosoma inoltre hanno mostrato QTL relativi ad un
aumento della concentrazione anche dello zinco. Inoltre, per quanto concerne |l
manganese, i QTL associati ad un aumento della sua concentrazione sono stati individuati
anche sulle IL afferenti ai cromosomi 9, 10 e 11.

Per quanto concerne infine il cobalto, i QTL associati con I'aumento della concentrazione
sono stati individuati su quasi tutti i cromosomi al di fuori del cromosoma 12.

In riferimento al piombo tutte le introgressioni afferenti al cromosoma 1 e la maggior parte
di quelle afferenti ai cromosomi 5 e 10 non hanno modificato la concentrazione rispetto
alla cv. M82. Invece, i QTL relativi al’'aumento della concertazione di questo elemento
sono stati trovati prevalentemente sulle IL appartenenti al cromosoma 4, sulla IL 3-5 e
sulla IL 6-4.

Infine & da sottolineare che alcune IL hanno mostrato valori di concentrazione molto
differenti rispetto alla linea parentale cv. M82, maggiori di 3 volte le deviazioni standard
calcolata sulla media di tutte le concentrazioni per quell’elemento. Tali valori, per altro tutti
positivi, sono stati trovati per le seguenti linee: IL 1-1-3 per il nichel (+334,4%), 1-4 per
l'alluminio (+204,2%), 3-5 per il cobalto (724,0%) ed il piombo (+ 204,5%), 9-1-2 per |l
rame (+289,7%), 12-1-1 per il vanadio (+135,1%) e lo zinco (+211,4%). In queste IL,
tranne per la IL 3-5, le suddette variazioni di concentrazione degli elementi non hanno
influenzato il numero di QTL riguardanti gli altri elementi. La IL 3-5 ha invece mostrato il
piu alto numero di QTL suggerendo che l'aumento notevole e contemporaneo del
contenuto di cobalto e piombo ha modificato fortemente lo ionoma degli apici caulinari del
pomodoro in confronto alla cv. M82..

3.3.2 Identificazione di QTL per ogni singola IL in piante trattate

Anche per quanto concerne le piante trattate (figura 4) la maggior parte dei QTL individuati
in questo studio sono relativi ad una diminuzione delle concentrazioni degli elementi negli
apici. A differenza delle piante controllo pero qui € possibile notare che per ben 8 elementi,
quali sodio, vanadio, cromo, manganese, ferro, rame, alluminio e piombo, la maggior parte
dei QTL sono risultati associati al’aumento della loro concentrazione, mentre nel caso
delle piante controllo cio é stato rilevato solo per il cobalto, il manganese, il cromo e

l'arsenico.
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I numero medio di QTL per pianta non ha subito particolari variazioni a seguito del
trattamento: é risultato di 8,3 per le piante controllo (491 su 59 piante studiate) e di 8,8 per
le piante trattate (530 su 60). Anche il numero minimo di QTL individuati per IL & risultato
identico sia per le piante controllo sia per le piante trattate, pari a 3, benché per le prime
abbia riguardato la IL 10.2 mentre per le seconde la IL 12-4-1; inoltre, sono stati coinvolti
differenti elementi.

La IL 3-5 ha mostrato il numero piu alto di QTL sia nell'esperimento di controllo sia nel
trattato, con 15 e 14 QTL rispettivamente.

Nelle piante trattate sono state individuate 4 IL (5-2, 9-3-2, 10-2-2 e 12-1-1) che hanno
mostrato solo QTL associati ad aumenti della concentrazione degli elementi e 2 IL (4-3-2 e
7-1) per le quali sono risultati QTL associati alla diminuzione della concentrazione degli
elementi.

L’elemento con il numero piu basso di QTL associati € risultato il ferro con soli 7 QTL
mentre quelli con il numero di QTL associati piu elevato sono risultati il calcio ed il cromo,
entrambi con 51 QTL. La differenza tra di essi sta nel fatto che il calcio ha mostrato solo
QTL associati alla diminuzione della concentrazione degli elementi mentre il cromo solo
con l'aumento.

Altri elementi che hanno mostrato la stessa peculiarita del calcio sono risultati il magnesio,
lo stronzio, il bario ed il molibdeno tutti con QTL associati alla diminuzione della
concentrazione dell'elemento, mentre il cromo e stato I'unico elemento per il quale tutti i
QTL identificati sono apparsi associati all’'aumento della concentrazione dell’elemento. Le
introgressioni riguardanti i cromosomi 10, 11 e 12 sembrano non avere avuto influenza
sulla concentrazione del magnesio negli apici, mentre per lo stronzio ed il bario cio é stato
rilevato principalmente per le introgressioni dei cromosomi 5, 8 e 11; per il calcio invece la
dispersione dei QTL, tutti associati alla diminuzione della concentrazione dell’elemento, e
risultata diffusa sulle IL afferenti a tutti i cromosomi.

Gli elementi per i quali il cambiamento tra piante controllo e piante trattate e stato piu
evidente sono sodio, cobalto, rame, alluminio e arsenico. Infatti, il sodio, il rame e
I'alluminio, mentre nelle piante controllo hanno mostrato che la totalita o la quasi totalita
dei QTL erano associati alla diminuzione dell’elemento, nelle piante trattate € stata
evidenziata un’inversione netta con la quasi totalitd dei QTL associati allaumento della
concentrazione dell’elemento. Al contrario per l'arsenico e per il cobalto nelle piante
controllo si assiste alla maggioranza dei QTL associati con 'aumento della concentrazione
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dell’elemento viceversa nelle piante trattate la maggior parte dei QTL risultano associati
alla diminuzione della concentrazione dell’elemento negli apici caulinari.

Per il sodio le IL afferenti al cromosoma 5 hanno mostrato di non incidere in alcun modo
sulla variazione di concentrazione dell’elemento negli apici. Inoltre per questo elemento e
possibile notare che quasi la totalita delle IL riguardanti i cromosomi 10, 11 e 12 hanno
evidenziato la presenza di QTL associati all’'aumento della concentrazione dell’elemento.
Per quanto concerne il cobalto i QTL sono stati identificati sulle IL relative a tutti i
cromosomi ma si puo notare che gli unici QTL associati allaumento di questo elemento
sono presenti solo sulle IL relative al cromosoma 5.

| QTL riguardanti la variazione della concentrazione del rame sono tutti di tipo positivo
tranne uno relativo alla IL 6-4. Inoltre per questo elemento si puo notare che le IL relative
al cromosoma 1 non influiscono sulla variazione della sua concentrazione negli apici
caulinari.

Per I'alluminio invece tutte le IL relative ai cromosomi 3, 10 e 12 e la quasi totalita di quelle
relative ai cromosomi 2 e 9 non hanno mostrato variazioni significative di concentrazione
del metallo negli apici mentre per le IL relative agli altri cromosomi si evidenzia una quasi
totalita di QTL associati con 'aumento della concentrazione (figura 4).

Per quanto concerne il piombo anch’esso ha mostrato un numero elevato di QTL associati
all'aumento della concentrazione negli apici caulinari e solo le IL relative al cromosoma 12
non mostrano di influenzare la variazione della concentrazione di questo elemento.

Per lo zinco invece le introgressioni del genoma selvatico che hanno mostrato di non
influenzare la variazione della sua concentrazione negli apici di pomodoro sono quelle
relative ai cromosomi 6 ed 8.

Per quanto concerne il molibdeno ed il manganese é facile notare che le IL afferenti ai
primi 6 cromosomi non hanno avuto influenza sulla variazione di concentrazione del
metallo non mostrando, se non in rari casi, alcun QTL. Per il molibdeno cio vale anche per
guasi tutte le IL afferenti ai cromosomi 9 e 12. Per il ferro questa particolarita si estende
addirittura a tutte le IL afferenti a tutti i cromosomi tranne rare eccezioni, in cui Si
evidenziano i soli 7 QTL trovati associati con la variazione della concentrazione di questo
metallo. Inoltre & interessante notare che le ultime due IL del cromosoma 11 (11-3 e 11-4-
1) e/o le prime due del cromosoma 12 (12-1 e 12-1-1) mostrano tutte QTL associati con
'aumento di sodio, vanadio, cromo, nichelio, rame, cadmio, alluminio, piombo ed arsenico,

cosa non rilevata nelle piante controllo.
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Infine, come per le pianta controllo, I'analisi ionomica delle piante trattate che alcuni valori
di differenza di concentrazione rispetto alla linea parentale sono risultati maggiori di 3 volte
le deviazioni standard calcolata sulla media di tuttie le concentrazioni per quell’elemento.
Tali valori, anche per le piante trattate risultati tutti positivi, sono stati trovati per le seguenti
linee: IL 2-3 per il cromo (+2.507,1%), il nichel (+356,0%) ed il rame (+334,0%); IL 5-2 per
il cromo (+1.919,0%); IL 11-4-1 per cadmio (+378,4%). In queste linee, tranne che per la
IL 5-2, le suddette variazioni di concentrazione degli elementi hanno influenzato il numero

di QTL che coinvolgono gli elementi rimanenti.

3.4 Analisi cluster

Al fine di individuare differenze tra le IL sia nelle piante controllo sia in quelle trattate,
stata eseguita l'analisi cluster utilizzando come valori di ingresso le differenze di
concentrazione media di ogni singolo elemento tra le IL e la cv. M82. | dendrogrammi
risultanti sono stati costruiti con il metodo di Ward e le differenze tra i nodi sono state
espresse con il coefficiente di dissimilarita con il metodo della distanza Euclidea. Nella
figura 5 é riportato il dendrogramma (a sinistra) e le IL ordinate in base ad esso (a destra)
per le piante controllo. Nella figura 6 € riportato il dendrogramma (a sinistra) e le IL
ordinate in base ad esso (a destra) per le piante trattate. In entrambe le figure, le linee
nere inspessite mettono in evidenza ciascun cluster.

Per quanto concerne le piante controllo il taglio nel dendrogramma é stato fissato dal
software a 70 unitd di dissimilarita, ottenendo cosi quattro gruppi (figura 5). In tale
dendrogramma le IL relative allo stesso cromosoma sono risultate disperse in tutti i
cluster, tranne le IL relative ai cromosomi 1 e 8 che sono risultate raggruppate in un unico
cluster, rispettivamente il terzo ed il primo. Per il terzo cluster inoltre e facile notare che
esso contiene solo le IL relative al cromosoma 1.

Partendo dall'alto, il primo cluster e rappresentativo per la presenza di IL aventi QTL
associati alla diminuzione di contenuto rispetto alla cv. M82 per il vanadio, rame, zinco e
cadmio ed all'aumento per il cobalto. Sempre in questo primo cluster inoltre vi sono anche
tutti i QTL connessi alla diminuzione della concentrazione per il manganese. In questo
cluster si nota inoltre che le uniche IL a mostrare QTL associati allaumento dell’arsenico
sono la 4-2 e la 7-2 mentre tutte le alte IL che hanno tale peculiaritd sono state
raggruppate nel secondo cluster. Inoltre sempre nel primo cluster sono presenti la IL 4-1 e
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la IL 2-2 che hanno mostrato QTL associati al’aumento della concentrazione del cromo
mentre le alte IL con tale peculiarita sono raggruppate nel secondo e nel quarto cluster.
Nel secondo cluster sono state raggruppate le IL che mostrano diminuzioni di
concentrazione minori di sodio rispetto alla cv. M82. In tale cluster sono presenti anche le
IL che hanno mostrato QTL associati con I'aumento della concentrazione dell’arsenico e
del manganese. In questo raggruppamento inoltre é risultata presente la IL 12-1-1 che ha
mostrato QTL associati all'aumento anche di stronzio, vanadio, cromo, rame, zinco e
arsenico ma che non ha mostrato QTL associati alla variazione della concentrazione del
manganese. Il valore dello stronzio di questa IL e risultato il piu alto valore positivo tra tutte
le IL esaminate (tabella 4). Insieme con la IL 4-3-2, anch’essa presente in questo cluster,
la IL 12-1-4 ha mostrato il maggior numero di QTL legati ad un aumento della
concentrazione degli elementi rispetto al cv M82. La IL 4-3-2 ha mostrato QTL associati ad
un aumento di magnesio, calcio, bario, manganese, cobalto, cadmio ed arsenico.
Riguardo il magnesio, calcio e bario, i valori di concentrazione sono risultati i piu alti
registrati rispetto alla cv. M82.

Tutte le linee di introgressione che coinvolgono il cromosoma 1 sono state raggruppate nel
terzo cluster. In queste IL le differenze di concentrazione rispetto alla cv. M82 per quanto
concerne stronzio, cromo, molibdeno, piombo ed arsenico non sono risultate significative.
Le IL 1-1-3 e 1-4 hanno mostrato avere QTL associati ad un forte aumento della
concentrazione di alluminio; tali IL sono le uniche che hanno mostrato un accumulo di
questo elemento. La IL 1-4 ha anche mostrato QTL associati alle differenze di
concentrazione positive per vanadio e manganese rispetto alla cv. M82.

Dei 4 cluster formatisi I'ultimo & quello che ha mostrato la minore omogeneita tra le IL che
lo compongono. Tuttavia, sulla base del dendrogramma riportato sul lato (figura 6), e
possibile dividere il quarto cluster in due sub-cluster, il primo comprendente le IL dalla 9-1-
2 alla 9-3-2 ed il secondo comprendente le IL dalla 2-3 alla 12-4-1. Il primo sub-cluster e
caratterizzato dalla presenza di IL aventi QTL associati alla riduzione di magnesio e
vanadio e ad un aumento della concentrazione di cobalto. Il secondo sub-cluster invece
raggruppa le IL che mostrano QTL associati ad un aumento di manganese e ad una
diminuzione del cadmio.

Per quanto concerne le piante trattate, il taglio nel dendrogramma é stato fissato dal
software a 95 unita di dissimilarita, ottenendo cosi tre gruppi (figura 6).

In tale dendrogramma le IL relative allo stesso cromosoma risultano disperse in tutti e 3

cluster, tranne le IL relative ai cromosomi 1 e 6 che sono raggruppate tutte nel primo
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cluster. Per quanto concerne il secondo cluster e interessante notare che esso e formato
solo da due linee, IL 2-3 e IL 5-2.

A differenza dell’analisi eseguita per le piante controllo, i risultati di questa analisi cluster
hanno restituito un quadro con differenze tra i cluster molto meno marcate. Infatti, si nota
che le linee, seppur afferenti a diversi cluster, hanno mostrato le stesse caratteristiche
quindi risulta difficoltoso trovare le peculiarita caratterizzanti ogni singolo cluster.

Partendo dall'alto, il primo cluster & caratterizzato dalla presenza di IL aventi QTL associati
alla diminuzione di contenuto rispetto alla cv. M82 degli elementi appartenenti al Il Gruppo
cioé magnesio, calcio, bario e stronzio, anche se tali diminuzioni per questi elementi sono
presenti anche nelle IL del terzo cluster ma con una frequenza minore. Inoltre, nel primo
cluster sono presenti anche le IL che mostrano una diminuzione di concentrazione per
cobalto, nichel, zinco, cadmio ed arsenico. In questo cluster € possibile notare la presenza
delle IL la cui variazione di contenuto rispetto alla cv. M82 per il ferro risultano non
significative.

La prima IL del primo cluster & la 3-5: essa, cosi come per |'esperimento di controllo,
quella che ha mostrato il numero piu elevato di QTL tra tutte le IL saggiate.

La IL 2-3 e la IL 5-2 hanno caratterizzato il secondo cluster, in quanto non hanno mostrano
QTL per arsenico, alluminio, stronzio, magnesio e bario,, mentre hanno mostrato QTL
associati all'aumento di concentrazione per nichel, rame, zinco, cadmio e piombo. Inoltre
gueste due IL sono, come gia citato nel paragrafo precedente, quelle che hanno mostrato
valori di differenza di concentrazione rispetto alla linea parentale ricorrente maggiori di 3
volte le deviazioni standard calcolata sulla media di tutti i valori per quell’elemento. Per la
IL 2-3 ci0 e avvenuto per cromo, nichel e rame mentre per la IL 5-2 il fenomeno si é
manifestato per cromo e cadmio.

Il terzo cluster e stato caratterizzato dalla presenza di IL con QTL tutti associati
allaumento delle concentrazioni di manganese, zinco e vanadio. In essoO sono
raggruppate anche le IL che hanno mostrato QTL associati a variazioni positive di
concentrazione per quanto riguarda il ferro e la quasi totalita delle IL che mostrano QTL
associati all’'accumulo di arsenico e cadmio.

E' quindi possibile dire che mentre il primo cluster ha raccolto le IL recanti QTL associati
ad una diminuzione della concentrazione di metalli negli apici caulinari, il terzo ha raccolto
invece le IL che nelle condizioni di trattamento compiute hanno evidenziato la presenza di
QTL associati ad un aumento della concentrazione degli elementi, in particolare dei metalli
pesanti (figura 6).
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4. DISCUSSIONE

L'attivitd di ricerca svolta per questo lavoro di dottorato ha riguardato lo studio dello
ionoma del pomodoro per l'identificazione di QTL associati alla variazione dello ionoma in
risposta alle condizioni di crescita, in assenza di dati su questo aspetto presenti in
letteratura. A tal fine € stata utilizzata un’intera popolazione di linee di introgressione della
specie selvatica Solanum pennellii nella varieta coltivata S. lycopersicum cv. M82 (IL)
ottenute da Eshed e Zamir nel 1995. In ciascuna IL & presente in omozigosi una singola
regione cromosomica della specie selvatica introgressa nel genoma della varieta coltivata.
Quindi tutte le IL sono identiche alla specie coltivata in tutto il genoma ad eccezione del
singolo tratto cromosomico introgresso dalla specie selvatica. Cio ha consentito di
associare le variazioni fenotipiche delllomeostasi degli elementi minerali, o ionoma,
riscontrate tra ciascuna IL e la cv. M82, alla presenza della regione cromosomica derivata
dal genoma della specie selvatica. L'utilizzo delle IL permette di identificare QTL in
maniera piu affidabile (Zamir, 2001; Fooland, 2007) rispetto all’utilizzo di popolazioni che
segregano contemporaneamente per piu cromosomi o porzioni di cromosoma sparsi in
tutto il genoma, dove loci indipendenti possono mascherare I'espressione del fenotipo
influenzandosi reciprocamente a causa delle possibili interazioni epistatiche. Questa
popolazione di IL €& stata oggetto di molti studi fenotipici, fisiologici, agronomici e
molecolari. Tali studi hanno permesso di identificare QTL associati a caratteri legati alla
loro morfologia e alla produttivitd (Lippman et al., 2007), alla colorazione dei frutti (Liu et
al., 2003), alle concentrazioni di metaboliti (Causse et al., 2004; Fridman et al., 2004,
Baxter et al., 2005; Schauer et al., 2006), alle caratteristiche dei metaboliti volatili (Tieman
et al., 2006) ed alla presenza di antiossidanti (Rousseaux et al., 2005), ma non sono
presenti in letteratura dati relativi allo ionoma. La comprensione delle variazioni, in risposta
alle condizioni di crescita, dell'accumulo dei nutrienti minerali nei diversi tessuti delle
piante di pomodoro &€ fondamentale sia per la comprensione della complessita dello
ionoma del pomodoro sia per le possibili applicazioni nel campo del miglioramento
genetico assistito con marcatori molecolari per I'ottenimento di pomodori fortificati per la
salute del’'uomo ma anche per evitare di introgredire caratteri di assorbimento dal terreno
di elementi nocivi per la salute dell'uomo, soprattutto se accumulati in concentrazioni
elevate.

In questo lavoro e stato caratterizzato lo ionoma degli apici caulinari di pomodoro
assumendo il ruolo di sink dominante che tali tessuti hanno durante lo sviluppo della

pianta fino alla fruttificazione (Puig e Pennarubia 2009). Lo strumento utilizzato per
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misurare le concentrazioni degli elementi minerali & stata la spettrometria di massa, con
Iimpiego di un ICP-MS. | dati sono stati in seguito soggetti ad analisi statistica e il
confronto tra ciascuna IL e la cv. M82 ha permesso di identificare i QTL associati
all'incremento e/o al decremento delle concentrazioni degli elementi minerali negli apici
caulinari.

| processi di assorbimento, traslocazione e accumulo degli elementi minerali dipendono
strettamente dall’azione di congiunta di numerose proteine di trasporto la cui azione e
regolata da un’ampia serie di geni che sottendono al loro controllo anche attraverso
I'espressione di proteine regolatrici (Clemens 2001, Baxter et al., 2009b; Chao et al.,
2011). Pertanto, l'identificazione di QTL associati alle variazioni delle concentrazioni degli
elementi nelle foglie, negli apici o in altri tessuti puo indicare la presenza di tratti genici
importanti per la regolazione di ciascuno dei suddetti processi (Pilon et al., 2009).

| nostri risultati mostrano, in entrambe le sperimentazioni effettuate in assenza o presenza
di metalli pesanti in concentrazione non letale nella soluzione di irrigazione delle piante,
che i QTL associati alle variazioni delle concentrazioni degli elementi studiati negli apici
sono dispersi su tutti i cromosomi; cid suggerisce che piu geni sottendono al controllo dello
ionoma.

Inoltre, sono stati identificati numerosi QTL associati alla variazione di piu elementi,
suggerendo che piu QTL potrebbero essere presenti sullo stesso tratto cromosomico
introgresso o0 che lo stesso QTL possa avere effetti pleiotropici, influenzando aspetti
multipli dello ionoma essendo coinvolto nell’omeostasi di piu elementi. La presenza di QTL
per uno stesso elemento su cromosomi diversi e l'associazione di un unico QTL alla
variazione di piu elementi minerali sono stati recentemente riportati per ferro, potassio e
zinco in Zea mays (Quin et al., 2012).

Tutte le analisi di correlazione multipla eseguite sui dati di concentrazione degli elementi,
sia del controllo sia del trattato, hanno messo in luce un elevato numero di correlazioni
significative tra gli elementi oggetto di analisi. Tale analisi ha mostrato che molti elementi,
sia essi essenziali sia tossici per la salute umana, sono fortemente correlati tra di loro.
Questo e il risultato che alcuni elementi sono strutturalmente molto simili tra loro e spesso
utilizzano gli stessi meccanismi di trasporto per il loro assorbimento, trasporto e accumulo
(Marschner, 1995; Mengel e Kirkby 2001).

Nella sperimentazione condotta in condizioni controllo, le correlazioni positive osservate
tra ferro e rame, manganese, zinco e le correlazioni negative tra ferro con piombo e

cobalto sono in accordo con quelle riportate per il ferro e lo zinco in piante di grano
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(Cakmak et al., 2004; Ozkan et al., 2007) e piante di fagiolo (Beebe et al., 2000). Le
correlazioni positive tra questi micronutrienti indicano che I'aumento di un micronutriente
pud contemporaneamente determinare l'aumento della concentrazione di altri
micronutrienti come in precedenza riportato da altri autori (Ozkan et al., 2007 Baxter et al.,
2009b; Ohkama-Ohtsu e Wasaki, 2010). Al contrario, la correlazione negativa del cobalto
e del piombo con gli altri elementi potrebbe suggerire che essi competano per gli stessi
ligandi presenti sui composti presenti nelle piante. Anche Morrissey nel 2009 ha osservato
una correlazione negativa tra ferro e cobalto in Arabidopsis thaliana (Morrissey et al.,
2009). E’ ben noto che il pomodoro € molto sensibile alla carenza di ferro (Lopez-Millan et
al., 2009), cio fa si che la necessita di mantenere la corretta concentrazione di tale
elemento nei tessuti sia molto importante. E stato riportato che i livelli di ferro sono
mantenuti costanti attraverso la regolazione della sua omeostasi nella pianta (Baxter et al.,
2008). I risultati qui riportati hanno mostrato, in entrambe le sperimentazioni, che sebbene
il ferro sia il micronutriente che mostra il maggior numero di correlazioni con gli altri
elementi, la sua concentrazione non € influenzata dalle variazioni degli altri elementi ed un
basso numero di QTL sono stati associati alla variazione della sua concentrazione. In
particolare, nelle piante controllo tutti i QTL identificati sono stati associati ad un
decremento della sua concentrazione rispetto alla cv. M82 mentre, nelle piante trattate, 6
dei 7 QTL identificati risultavano associati allaumento della sua concentrazione. Poiché il
controllo della concentrazione del ferro € fondamentale per la pianta il suo bilanciamento e
un processo dinamico e continuo che richiede I'utilizzo di una rete complessa di proteine
regolatrici che intervengono per evitare le fluttuazioni improvvise di tale elemento (Briat et
al., 2007; Kim e Guerinot, 2007; Pilon et al., 2009). Alcuni autori riportano che le
concentrazioni di manganese, cobalto, zinco e cadmio sono elevate nelle piante studiate:
cio e il riflesso di un assorbimento accidentale di questi elementi attraverso gli stessi
trasportatori del ferro (Baxter et al., 2008; Conte e Walker, 2011). Un fenomeno analogo &
stato osservato anche nella sperimentazione qui riportata, ma solo per manganese e
cobalto, forse a causa del diverso background genetico delle IL rispetto al materiale
vegetale studiato dagli altri Autori.

Il decremento della concentrazione del sodio nelle IL allevate in condizioni di controllo
rispetto alla cv. M82 ¢é in accordo con quanto descritto in precedenza da Frary et al.
(2011). | QTL associati a tale decremento sono risultati dispersi sull'intero genoma,
indicando una sorta di indipendenza dall’'introgressione. Per quanto riguarda il calcio e lo

stronzio invece, anche se essi sono analoghi chimici ed é riportato che essi utilizzino gli
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stessi meccanismi di trasporto per il loro assorbimento (Premendran et al., 2005; Kanter et
al., 2010) solo in poche IL sono stati identificati QTL associati al loro concomitante
incremento o decremento. Tali IL sono state raggruppate dall’analisi cluster unicamente
nel primo e nel secondo cluster per le piante sottoposte al trattamento senza metalli
pesanti. In particolare, la IL 4-3-2 ha mostrato un fenotipo particolarmente interessante per
guanto riguarda I'accumulo di ioni bivalenti. Infatti, in questa linea sono stati individuati
QTL riguardanti 'aumento della concentrazione di tutti gli elementi appartenenti al I
gruppo della tavola di Mendeleev (magnesio, calcio, stronzio e bario) e all'accumulo di
manganese, cobalto ed arsenico. Al contrario, sono state individuate solo due linee, la IL
2-2 e IL 8-2-1, che hanno mostrato QTL associati alla diminuzione della concentrazione di
tutti gli elementi appartenenti al Il gruppo chimico. Questi risultati suggeriscono che in tali
IL siano stati introgressi tratti cromosomici di S. pennellii che abbiano portato ad una
modifica della regolazione dei geni responsabili della trascrizione di trasportatori di
membrana aspecifici quali ECA3, HMA1 e CAX2 (Hirschi et al., 2000). Un altro
interessante fenotipo mostrato dalla IL 4-3-2 riguarda I'accumulo di magnesio e cobalto. In
letteratura e riportato che in A. thaliana il trasporto del magnesio € inibito dagli elevati livelli
di Co®* e Cu®" (Li et al., 2001). | risultati ottenuti negli esperimenti qui presentati hanno
confermato questo fenomeno in tutte le IL studiate ad eccezione della IL 4-3-2, nella quale
sono stati identificati QTL associati allincremento della concentrazione sia del magnesio
sia del cobalto.

Poiché vanadio ed arsenico sono funzionalmente e chimicamente correlati sia al catione
bivalente Ca** ed ai suoi analoghi sia ai metalli di transizione (Anke, 2004; Zhao et al.,
2010), la presenza di numerose correlazioni del vanadio e dell'arsenico con molti elementi
sono comprensibili, considerando che l'arsenico, nelle sua forma anionica, € un analogo
chimico del fosforo e potrebbe sostituirlo sia nei sistemi di trasporto sia nel metabolismo
cellulare, mentre il vanadio e 'arsenico, nelle loro forme cationiche si comportano come un
tipico elemento di transizione, entrando in competizione con i cationi metallici (Crans et al.,
2004; Vachirapatama, 2011; Saco et al., 2012).

In piante controllo, sedici dei 20 QTL associati alla variazione della concentrazione
dell’arsenico negli apici caulinari delle IL, sono risultati essere correlati all’aumento fino a 4
volte della sua concentrazione rispetto alla cv. M82. A dispetto della sua tossicita, cio € in
accordo con quanto riportato da Burlo et al. (1999) e da Goupil et al. (2009) circa la
capacita di apici vegetativi di pomodoro di ben tollerare alte concentrazioni di arsenico, a
dispetto della nota tossicita di tale elemento (Finnegan e Chen, 2012). Nella IL 9-1-2 sono
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stati identificati QTL associati al’laumento simultaneo della concentrazione di molibdeno e
rame. Dalla letteratura € noto che il metabolismo del molibdeno € intimamente legato a
quello del ferro e del rame e che il rame & essenziale per la formazione di un cofattore
intermedio della via di traslocazione del molibdeno (Kuper et al., 2004). Quindi i risultati di
guesta ricerca confermano la relazione tra rame e molibdeno trovata nella IL 9-1-2.

Solo nella IL 1-1-3 e nella IL 1-4 sono stati identificati QTL per I'accumulo dell’alluminio
negli apici vegetativi delle piante controllo. Hoekenga et al. (2003, 2006) hanno individuato
in A. thaliana uno o piu loci associati alla tolleranza all’alluminio, fisicamente localizzati sul
cromosoma 1 vicini al gene AtALMTL1 che codifica per il trasportatore responsabile
dell’'efflusso del malato. L’'accumulo del citrato e del malato dalle radici &€ stato riportato
come uno dei meccanismi di tolleranza all’alluminio in A. thaliana, grano e mais
(Hoekenga et al., 2003; 2006; Ryan et al., 1995; Pellet et al., 1995). L'osservazione che
I'alluminio e accumulato € molto interessante perché porta ad ipotizzare che I'accumulo di
alluminio in queste IL potrebbe essere collegato ad un accumulo di malato e citrato nelle
foglie, come gia riportato per le radici. Questo possibile modello & supportato dal profilo
metabolico ottenuto da Schauer et al. (2006; 2008) i quali hanno riportato 'accumulo di
malato nella IL 1-1-3 e 'accumulo di citrato nella IL 1-4. L'accumulo di alluminio in quelle
linee allevate in condizione controllo, ha mostrato non interferire con l'assorbimento, il
trasporto e l'utilizzo di sostanze nutritive essenziali tra cui calcio, magnesio, potassio,
fosforo, rame, ferro, manganese e zinco riportato da altri Autori (Guo et al., 2004; Bose et
al., 2011). Infine. I'assorbimento dell’alluminio, correlato positivamente con quello del
nichel, potrebbe essere spiegato considerando che entrambi questi elementi sono
trasportati alle foglie apicali grazie allo stesso ligando (Chen et al., 2009a).

Concludendo, in condizioni controllo sono stati identificati numerosi QTL associati
all'aumento o alla diminuzione di elementi utili sia per la biofortificazione del pomodoro che
per la sicurezza alimentare di nuove varieta di pomodoro. Le IL che potrebbero essere
utilizzate nella MAS per la biofortificazione del pomodoro sono la IL 4-3-2, che contiene
elevati livelli di magnesio, calcio e stronzio importanti per la salute dell'uomo (Dahal et al.
2001); la IL 2-5 che mostra accumulare manganese e la IL 9-1-2 per I'accumulo di rame.
Sono invece da considerare nel miglioramento genetico avente come obiettivo la
sicurezza alimentare la linea IL 7-2, che porta un QTL associato alla piu bassa
concentrazione di cadmio riscontrata tra le IL e la IL 8-2-1 che mostra QTL correlati sia

alla piu bassa concentrazione di sodio sia di alluminio ed arsenico.
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Alcune IL, al contrario, sarebbero da evitare o da usare con cautela nel miglioramento
genetico del pomodoro poiché hanno QTL associati ad elevate concentrazioni di elementi
potenzialmente tossici. Infatti, sono stati identificati QTL associati alllaccumulo di nichel
nella IL 1-1-3, alllaccumulo di alluminio nella IL 1-4, all’'accumulo di cromo nella IL 2-2,
all’accumulo di cobalto e piombo nella IL 3-5 e di arsenico nella IL 12-4. Sarebbe inoltre da
evitare anche la IL 12-1-1 perché mostra QTL associati sia alla pit bassa concentrazione
di magnesio sia ad elevate concentrazioni di vanadio, cromo ed arsenico.

L'analisi dello ionoma di piante trattate con concentrazioni non letali di elementi tossici ha
mostrato un incremento generale del numero di correlazioni, tutte positive, tra gli elementi.
Nella soluzione di irrigazione utilizzata nelle piante trattate erano presenti, come descritto
nella sezione Materiali e Metodi, i seguenti elementi: arsenico, piombo, nichel, cromo,
rame, cadmio e zinco.

La mancanza delle correlazioni negative del cobalto e del piombo con gli altri elementi,
presente invece nelle piante controllo, potrebbe essere dovuta alla influenza degli elementi
aggiunti alla soluzione di irrigazione, che presenti in elevate concentrazioni nel suolo
inducono [I'attivazione di meccanismi molecolari di assorbimento, traslocazione e
accumulo in risposta al trattamento, influenzando differentemente I'assorbimento degli altri
elementi. La presenza di correlazioni significative tra nichel, zinco e rame € in accordo con
quanto riportato da Kochian (1991): ancora, la correlazione tra nichel e magnesio che e
stata da rilevata negli esperimenti qui riportati € supportata da analoghe osservazioni
(Oller et al., 1997). Inoltre & noto che l'assorbimento del nichel inibisce quello del
magnesio perché questi due elementi competono per gli stessi trasportatori (Seregnin et
al., 2006). Tale comportamento €& stato mostrato dalle IL 4-3 e IL 7-4, nelle quali potrebbe
essere stato introgresso il tratto di S. pennellii recante i geni implicati nel meccanismo di
inibizione dell'assorbimento del magnesio in presenza di nichel. E' noto che elevate
concentrazioni di rame possono indurre l'incremento della concentrazione del nichel,
aumentandone la sua tossicita (Nieminem, 2004).

A seguito del trattamento imposto alle piante con la soluzione contenente anche rame e
nichel, 'aumento di concentrazione di tali elementi & stato osservato in sole 9 IL. Tale
risultato, se da un lato non escludono che tali elementi siano accumulati seguendo vie
indipendenti di accumulo senza alcuna interdipendenza tra loro, d’altro canto potrebbero
indicare che nei tratti introgressi di S. pennelli siano presenti le informazioni genetiche
necessarie ad attivare i meccanismi molecolari descritti da Neaminen (2004), come

lascerebbe pensare che solo in queste IL siano stati identificati QTL associati allaumento

34



concomitante di rame e nichel, mentre nelle sole IL 4-1 e IL 8-3-1 sono stati identificati
QTL associati all'aumento del rame ed alla concomitante riduzione del nichel. E’ riportato
in letteratura che alte concentrazioni di calcio possano ridurre notevolmente quella di
nichel, tanto da poter utilizzare il primo catione per diminuire I'accumulo del secondo
elemento in colture allevate in suoli ricchi di nichel (Gabrielli e Pandolfini 1984). Poiché in
nessuna IL sono stati individuati QTL associati all'incremento dell’laccumulo di calcio
rispetto alla cv. M82, l'effetto descritto da Gabrielli non € stato riscontrato nella
sperimentazione qui riportata.

Tra gli elementi pesanti presenti nei suoli, il cadmio & considerato I'elemento piu tossico
per le piante a causa della sua alta solubilita in acqua (Dal Corso et al., 2010) cosa che
consente un suo rapido assorbimento e il suo ingresso nella catena alimentare causando
danni anche ai consumatori secondari (Buchet et al., 1990). Nelle piante il cadmio provoca
scompensi nell’lomeostasi degli elementi minerali, nella crescita delle radici, nello sviluppo
della pianta (Macek et al., 2002; Farinati et al., 2010), malfunzionamento della catena di
trasporto degli elettroni (Dal Corso et al., 2008), produzione di ROS e perossidazione dei
lipidi nonché il blocco del trasporto dell’acqua causando I'accumulo di prolina (Shat et al.,
1997). Malgrado sia riportato in letteratura che lo stress da cadmio attivi le MAP chinasi e
con conseguente aumento della concentrazione del calcio (Jonak et al., 2004), nelle
condizioni sperimentali qui mostrate all'aumento del cadmio non é stato riscontrato alcun
aumento di calcio. Il cadmio & assorbito dalle piante insieme al ferro, allo zinco e al
manganese (Clemens, 2006). Il trasportatore aspecifico per il ferro piu studiato € IRT1,
appartenente alla famiglia delle proteine ZIP. Nelle piante trattate, tutte le IL nelle quali
sono stati identificati QTL associati allaccumulo contemporaneo di ferro e cadmio, ad
eccezione della IL 9-3-1, confermano quindi i dati presenti in letteratura relativi all’'utilizzo
nelle piante di uno stesso trasportatore per entrambi gli elementi. Tale risultato suggerisce
che su le porzioni di cromosomi di S. pennelli introgressi nelle IL in cui sono stati
identificati QTL per l'accumulo contemporaneo di ferro e cadmio potrebbero essere
presenti geni responsabili della codifica e/o della regolazione delle famiglie di trasportatori
di questi elementi.

| trasportatori IRT della famiglia delle ZIP, come detto, possono trasportare anche zinco e
manganese. Delle 9 IL, in cui sono stati individuati QTL correlati allaumento della
concentrazione dello zinco, 5 mostrano QTL associati anche allaumento del cadmio,
mentre su 11 IL nelle quali sono stati identificati QTL associati alla diminuzione dello zinco,
in 10 di esse sono stati identificati QTL associati alla diminuzione del cadmio. Unica
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eccezione e la IL 10-2 nella quale pur essendo stati identificati QTL associati alla
diminuzione dello zinco non sono stati identificati QTL associati alla concomitante
diminuzione o aumento del cadmio.

Le linee IL 2-3, IL 5-2 e IL 10-2-2 risultano particolarmente interessanti perché in esse
sono stati identificati QTL correlati con I'incremento contemporaneo di cadmio, ferro, zinco
e manganese. Inoltre le prime due linee, oltre ad essere le uniche a comporre il secondo
cluster, sono caratterizzate dalla presenza di QTL associati al’aumento concomitante non
solo di rame, manganese, ferro e zinco ma anche dei metalli pesanti quali cromo, nichel e
piombo.

L’arsenico e un elemento altamente tossico per tutte le forme di vita sul nostro pianeta.
Negli ultimi decenni la sua presenza nelle acque e nei suoli € aumentata vertiginosamente
facendo divenire sempre piu problematica la gestione dell'inquinamento ad esso correlato
(Christen, 2001). L’arsenico in natura si trova sotto due forme: arsenato (As V) o arsenito
(As ). Entrambe le forme di arsenico sono altamente tossiche. L’arsenato € molto simile
chimicamente al fosfato e agisce quindi come un suo analogo tanto da essere trasportato
nelle cellule vegetali mediante i trasportatori del fosfato (Meharg e Macnair, 1991); esso,
interferendo con il metabolismo dei fosfati, blocca le fosforilazioni e la sintesi di ATP.
L'arsenito e le sue forme metilate sono trasportati nella pianta attraverso le proteine NIP,
una famiglia di proteine transmembrana appartenenti alla famiglia delle aguaporine (Zhao
et al., 2010; Mosa et al., 2012); esso lega i gruppi sulfidrilici delle proteine inficiandone la
struttura e la loro funzione catalitica (Tripathi et al., 2007; Zhao et al., 2010). In riso e stato
trovato un gene di tolleranza all’arsenico, nella forma di arsenato; tale gene e stato
mappato sul cromosoma 6. Inoltre recentemente é stata trovata un'interazione epistatica di
tre geni, due dei quali sul cromosoma 6 ed uno sul cromosoma 10 (Norton et al., 2008).
Zhang ha identificato un QTL correlato all’'accumulo di arsenico negli apici caulinari di riso
che mappa sul cromosoma 2, un QTL associato all’accumulo di arsenico nelle radici sul
cromosoma 3 e un QTL per I'accumulo di arsenico nell'endosperma sui cromosomi 6 e 8
(Zhang et al., 2007). I risultati di questa ricerca hanno dimostrato che anche in pomodoro
sul cromosoma 2 sono presenti QTL associati alllaumento della concentrazione di
arsenico negli apici di piante trattate (IL 2-2) e in piante controllo (IL 2-3 e IL2-5)
similmente a quanto pubblicato da Zhang et al. (2007).

In mais, un recente studio condotto su differenti organi e tessuti usando una popolazione
di RIL (Ding et al., 2011) ha dimostrato che I'accumulo di arsenico in differenti tessuti
controllato da differenti meccanismi molecolari. Nello specifico, gli Autori hanno identificato
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QTL nei cromosomi 1, 5 e 8 associati all'accumulo di arsenico nelle foglie. Nelle condizioni
controllo degli esperimenti qui riportati & stato identificato un QTL associato all’accumulo di
arsenico nella IL 5-2 e nessun QTL associato all'accumulo di tale elemento nelle piante
trattate.

Le piante trattate sono state poste in presenza di elevate concentrazioni di rame, un
micronutriente essenziale, che e tossico ad elevate concentrazioni. Il trasportatore IRT1
della famiglia delle proteine ZIP trasporta di norma oltre al ferro anche manganese,
cadmio e zinco ma non il rame (Korshunova et al., 1999). La famiglia genica responsabile
dell’'assorbimento e del trasporto del rame e la Copper Transporter family (CTR). In A.
thaliana sono stati identificati molti geni, denominati COPT, appartenenti a questa famiglia
(Sancenon et al., 2003) e dispersi su tutto il genoma. Nelle condizioni di trattamento la
ricerca qui presentata ha identificato 25 QTL associati al’accumulo di questo metallo in 25
IL e dispersi su tutti i cromosomi, ad eccezione del cromosoma 1. Questi risultati sono in
accordo con la grandezza della famiglia genica delle CTR e alla dispersione nel genoma
dei geni costituenti la stessa. QTL associati ad una diminuzione del rame sono stati
identificati in una sola IL: & possibile ipotizzare che in questa linea sia presente un gene
che inibisce il ruolo dei geni COPT e cio potrebbe essere di interesse per successivi studi.
La carenza di zinco riduce la produttivita e la qualita delle colture in vaste aree agricole
mondiali (Graham et al., 1992; Cakmak et al., 1998). Nel recente passato la ricerca ha
compiuto un grande sforzo per determinare la base genetica della tolleranza della
deficienza di zinco nel frumento (Graham et al., 1992; Cakmak et al., 1998), nel riso (Gao
et al., 2005) e nell'orzo (Genc et al., 2002). Lonergan (2001) ha identificato QTL associati
alla concentrazione di zinco nella foglia di orzo sulla porzione di cromosoma 4HS.
Recentemente, uno studio condotto sul farro ha individuato un QTL sulla porzione di
cromosoma 6B correlato con I'accumulo di zinco e ferro nella granella (Distelfeld et al.,
2007). In Tritcum monococcum, grazie all'utilizzo di una popolazione RIL, & stato
identificato sul cromosoma 5 un QTL maggiore che é stato associato ad elevati contenuti
di zinco, ferro, rame e manganese nella granella (Ozkan et al., 2006). Infine, 12 QTL
correlati alla variazione di concentrazione dello zinco sono stati identificati in grano (Genc
et al., 2009) sui cromosomi 2, 4, 5 e 6. Tra questi, l'allele RAC875-2 localizzato sul
cromosoma 4 e stato associato alllaumento della concentrazione di questo elemento.
Nelle condizioni di trattamento, dagli esperimenti qui mostrati € risultato che
concentrazioni elevate di zinco risultano essere presenti in 10 IL tra le quali alcune dei

cromosomi 2, 3, 4,5, 7, 9, 10, 11 e 12. Inoltre, solo in tre casi su 10 e stato rilevato un
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concomitante aumento dello zinco e del ferro, fenomeno ampiamente descritto in
letteratura.

In conclusione, anche in piante trattate sono stati individuati numerosi QTL associati
all'aumento o alla diminuzione della concentrazione di diversi elementi nell'apice del caule.
La IL che potrebbe essere utilizzate nella MAS per la sicurezza alimentare e la IL 6-4 che
ha mostrano una diminuzione della concentrazione di rame rispetto alla cultivar parentale
Inoltre sono da prendere in considerazione le IL appartenenti al cromosoma 1, nelle quali
sono stati individuati QTL per una diminuzione della concentrazione dello zinco e del
cadmio. Sono risultate da escludere in progetti di miglioramento genetico per I'ottenimento
di nuove cultivar le ultime due IL del cromosoma 11 e le prime due del cromosoma 12 che,
in condizioni di trattamento, hanno mostrato QTL associati alllaccumulo contemporaneo di
vanadio, cromo, nichel, cadmio, arsenico oltre che di sodio. Al contrario, alcune IL non
dovrebbero essere utilizzate quali parentali in programmi di miglioramento genetico se i
genotipi risultanti debbano poi essere coltivati in suoli moderatamente inquinati. Queste
linee sono la IL 2-3, per I'elevato contenuto di cromo, nichelio e rame; la IL 5-2, per
I’elevato contenuto di cromo; la Il 11-4-1, per I'elevato contenuto di cadmio.
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5. CONCLUSIONI

| risultati presentati in questa tesi, i primi riguardanti la ionomica del pomodoro ed ottenuti
studiando delle linee di introgressione omozigoti provenienti dall'incrocio tra S.
lycopersicum e S. pennellii, mostrano che I'omeostasi dei diversi ioni sono strettamente
collegate tra loro, come gia osservato per Arabidopsis thaliana (Lahner et al., 2003; Salt et
al., 2008; Baxter et al., 2012), Lotus japonica (Chen et al., 2009b), Oryza sativa (Norton et
al., 2010), Glicine max (Ziegler et al., 2012). Le risposte osservate nelle IL sono risultate
fortemente dipendenti dalla specifica introgressione, come gia riportato anche per la
produzione di antiossidanti negli studi di tolleranza al sale (Frary et al., 2010; 2011) e per i
profili dei metaboliti (Schauer et al., 2006; Frusciante et al., 2007; Schauer et al., 2008; Di
Matteo et al., 2012, Stevens et al., 2007). | numerosi QTL identificati nelle diverse IL ed
associati alla variazione della concentrazione dello stesso elemento, osservati sia in
condizioni controllo sia di trattamento, suggeriscono che la regolazione dell’assorbimento,
del trasporto e dell'accumulo degli elementi sono fenomeni complessi e coinvolgono
famiglie geniche. Ancora una volta &€ ben evidente che un singolo cambiamento fisiologico
nella pianta come il cambiamento di una concentrazione di un singolo elemento puo
produrre risposte complesse nel sistema pianta (Ruffel et al., 2010).

Nonostante la complessita dei fenomeni studiati, i risultati raccolti hanno consentito di
identificare, sia in condizioni controllo sia in condizioni di trattamento con elementi tossici,
QTL utili per futuri piani sperimentali di miglioramento genetico assistito da marcatori
molecolari e non, che intendano produrre nuove cultivar di pomodoro con concentrazioni
elevate di elementi utili alla salute umana e/o concentrazioni ridotte di quelli considerati
tossici. Questo studio quindi pud essere considerato un punto di partenza che apre la
strada a futuri approfondimenti della genetica che e alla base della biochimica e della
ionomica del pomodoro e, come ricerca traslazionale in campo vegetale, alle sue

applicazioni al miglioramento genetico di precisione.
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6. FIGURE
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Figura 1. Distribuzione dei QTL in piante controllo. (a) numero di QTL associati
allaumento (barre rosse) o alla diminuzione (barre blu) del contenuto degli elementi; (b)
frequenza di QTL trovata in tutte le IL per tutti gli elementi saggiati.
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Figura 2. Distribuzione dei QTL in piante trattate. (a) numero di QTL associati

allaumento (barre rosse) o alla diminuzione (barre blu) del contenuto degli elementi; (b)

frequenza di QTL trovata in tutte le IL per tutti gli elementi saggiati.
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Figura 3. QTL indentificati nelle piante controllo (IL) ordinate per cromosoma.

Le caselle rosse indicano QTL associati con un aumento della concentrazione
dell’elemento rispetto a quella rilevata nella cv. M82, le caselle blu quelli associati con una
diminuzione. Le caselle bianche indicano che la differenza tra la concentrazione di
qguell’elemento in quella IL e la concentrazione dello stesso nella cv. M82 non sono
statisticamente significative. | QTL sono stati identificati secondo la definizione di

Rousseaux et al., (2005).
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Figura 4. QTL indentificati nelle piante trattate (IL) ordinate per cromosoma.

Le caselle rosse indicano QTL associati con un aumento della concentrazione
dell’elemento rispetto a quella rilevata nella cv. M82, le caselle blu quelli associati con una
diminuzione. Le caselle bianche indicano che la differenza tra la concentrazione di
qguell’elemento in quella IL e la concentrazione dello stesso nella cv. M82 non sono
statisticamente significative. | QTL sono stati identificati secondo la definizione di
Rousseaux et al., (2005).
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Figura 5. Analisi Cluster e distribuzione dei QTL in piante controllo. Le IL sono raggruppate in 4 cluster in base al dendrogramma

scaturito dall’analisi cluster.
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Figura 6. Analisi Cluster e distribuzione dei QTL in piante trattate. Le IL sono raggruppate in 3 cluster in base al dendrogramma

scaturito dall’analisi cluster.
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7. TABELLE

Tabella 1. Analisi di correlazione tra le concentrazioni degli elementi negli apici caulinari di S. lycopersicum cv. M82 e 59 IL di

piante controllo.

Ogni valore rappresenta l'indice di correlazione tra I'elemento della colonna e quello della riga. | coefficienti di correlazione e le

significativitd sono stati calcolati applicando la formula di Pearson con p <0,05. Le correlazioni non significative sono riportate con il

simbolo n.s.

Elementi Mg Ca Sr Ba \Y Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Cd Mo Al Pb As
Na 0,381 0,365 0,323 0,358 0,300 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,359
Mg 0,491 n.s. n.s. n.s. n.s. 0,288 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,284 n.s. n.s. n.s. n.s.
Ca 0,847 0,770 0,449 n.s. 0,593 0,656 -0,293 n.s. ns. 0,365 0,518 n.s. n.s. -0,385 0,427
Sr 0,846 0,400 0,287 0,540 0,743 n.s. n.s. ns. 0,474 0,528 n.s. n.s. -0,339 0,511
Ba 0,287 n.s. 0,398 0,600 n.s. n.s. n.s. 0,271 0,601 n.s. n.s. n.s. 0,367
\Y 0,417 0,369 0,409 -0,308 0,281 ns. 0,451 n.s. n.s. 0,552 n.s. 0,515
Cr n.s. 0,457 n.s. n.s. n.s. 0,328 n.s. n.s. n.s. -0,262 0,481
Mn 0,664 -0,283 n.s. n.s. ns. 0,515 0,352 n.s. -0,487 0,425
Fe -0,280 0,423 0,261 0,460 0,542 0,330 n.s. -0,390 0,371
Co n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. -0,297 0,772 -0,304
Ni n.s. n.s. n.s. 0,441 0,407 n.s. n.s.
Cu 0,263 n.s. 0,355 n.s. n.s. n.s.
Zn 0,278 n.s. n.s. n.s. 0,443
Cd 0,480 n.s. n.s. n.s.
Mo n.s. n.s. n.s.
Al n.s. n.s.
Pb -0,324
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Tabella 2. Analisi di correlazione tra le concentrazioni degli elementi negli apici caulinari di S. lycopersicum cv. M82 e 59 IL di
piante irrigate con una soluzione contenente metalli pesanti (vedi Materiali e Metodi).

Ogni valore rappresenta l'indice di correlazione tra I'elemento della colonna e quello della riga. | coefficienti di correlazione e le
significativitd sono stati calcolati applicando la formula di Pearson con p <0,05. Le correlazioni non significative sono riportate con il

simbolo n.s.

Elementi Mg Ca Sr Ba \ Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Cd Mo Al Pb As

Na 0,348 0,489 0,432 n.s. 0255 n.s. ns. 0354 nNn.S. 0292 n.S. n.s. 0,402 n.s. n.s. n.s. 0,699
Mg 0,725 0,644 