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1 Introduzione

Attualmente la possibilita di incrementare la produzione agricola e limitata dal progressivo
depauperamento delle risorse ambientali, dovuto principalmente ad una agricoltura intensiva a
problemi ambientali, alla perdita di biodiversita (erosione genetica) agli effetti dei cambiamenti
climatici di origine antropica. Le piante sono organismi collegati al suolo dal loro sistema radicale.
Cio lirende dipendenti dalle condizioni del loro ambiente. Questa fissita ha permesso alle piante
di servirsi di differenti strategie adatte a far fronte alle variazioni del loro ambiente, a differenza
degli animali che possono fuggire in situazioni non favorevoli. Sicuramente I'efficacia delle
strategie messe in atto, in una popolazione di piante, & fortemente condizionata dalla variabilita
genetica presente in quella stessa popolazione. Le piante di interesse agrario, a loro volta, sono
frutto di un processo di selezione da parte nostra che nel tempo ha portato sicuramente alla
perdita di variabilita genetica totale per favorire solo alcuni dei caratteri legati alla produzione.
Tale condizione, pero, rende queste piante potenzialmente meno capaci di adattarsi se, per
esempio, le condizioni climatiche ed ambientali dei luoghi preposti alla loro coltivazione mutano.
Cercare di salvaguardare la variabilita genetica delle piante coltivate ¢ il primo fondamentale
passo per contrastare le alternanze climatiche. In relazione a cio nel progetto ci si e focalizzati
sulle piante orticole cercando di preservare la variabilita genetica di varieta locali di pomodoro
coltivate nell’arco jonico salentino. Le Solanaceae rivestono una notevole rilevanza economica
poiché annoverano, tra le oltre 3000 specie componenti, importanti piante da reddito:
melanzana, patata, peperone e tabacco. Nell’ambito di questa famiglia, il pomodoro ha assunto
un ruolo importante in studi di genetica e genomica, non soltanto per il suo interesse economico,
ma soprattutto grazie ad alcune importanti caratteristiche intrinseche e applicative. A tale
riguardo le varieta locali di pomodoro potrebbero potenzialmente avere nel loro genoma alleli o
varianti alleliche che meglio rispondono ai cambiamenti climatici che si stanno verificando in
questa area geografica della Puglia. Da un punto di vista genetico molecolare le piante, e il
pomodoro nel particolare, reagiscono a stress biotici ed abiotici attraversi un network di segnali
ben compreso. A grandi linee gli stress generano la trasduzione del segnale SA (acido salicilico).
Una risposta ipersensibile (HR) nelle cellule vegetali stressate determina I'espressione dei geni
PR (Pathogenesis-Related). Le proteine PR hanno varie funzioni, essendo coinvolte nelle risposte
di resistenza sistemica acquisita (SAR) con attivita antimicrobiche o aumentando le pareti
cellulari delle piante contro i patogeni. Sono stati identificati 17 diversi PR in varie specie vegetali,
tra cui tabacco, pomodoro, Arabidopsis e orzo; di questi, PR1 (Pathogenesis-Related1) & stato
scoperto nel tabacco infetto dal TMV (virus del mosaico del tabacco). Il nostro interesse si e
polarizzato su una classe di geni PR di pomodoro in particolare la famiglia genica della Taumatina.
La taumatina fu isolata per la prima volta dal Thaumatococcus daniellii Benth. In Arabidopsis,
circa 22-31 geni sono stati previsti come TLP (proteine simili alla taumatina) e OLP (proteine simili
all'osmotina) in base alle somiglianze di sequenza. Un altro membro delle proteine PRS5,
I'osmotina, & stata isolata come proteina sensibile allo stress salino nel tabacco. Si presume
quindi che i TLP/OLP funzionino nella regolazione sia delle risposte allo stress biotico che
abiotico, ma le prove genetiche a supporto di questa ipotesi non sono state riportate a causa
della ridondanza genetica dei TLP/OLP.
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Senza entrare troppo in merito a descrivere in dettaglio le relazioni dei diversi attori molecolari al
network di risposta delle piante agli stress biotici ed abiotici I'interesse nostro verso una classe
di TLP di pomodoro ¢ sicuramente suggerito da evidenze sperimentali ben acquisite nel tempo
che indicano che le risposte immunitarie delle piante mediate da TLP/OLP, o il TLP/OLP stesso,
potrebbero essere coinvolte nella regolazione della trasduzione del segnale di stress abiotico. Il
nostro lavoro, dunque, ¢ stato quello di evidenziare varianti alleliche di questa classe di TLP nelle
varieta locali di pomodoro. Inoltre, si & pensato di mettere a punto protocolli di editing utili ad
ottenere piante mutate con differente risposta agli stress abiotici. Tali tecniche se
eventualmente applicate possono risultare strumento utile ed innovativo per indurre nuova
variabilita genetica.

2 Contesto

Il fattore limitante & I'acqua la cui riduzione nel Mediterraneo & stimata del 30% nei prossimi 30
anni. Le risorse genetiche sono una fonte di geni essenziali per I’evoluzione e il miglioramento
delle specie agrarie, ma anche indicatori dell’evoluzione e dell’adattamento. Le risorse genetiche
oltre ad essere una fonte di geni e varianti alleliche essenziali per I'evoluzione ed il miglioramento
delle specie agrarie sono anche indicatori dell’evoluzione e dell’adattamento. Le strategie
molecolari di editing possono dare un importante contributo e ottenere informazioni sul
materiale vegetale sperimentale e sulle landraces di pomodoro originarie dell’arco Jonico
Salentino. Queste informazioni possono avere una importanza applicativa in termini di
coltivazione in regime di aridocoltura.

3 Risultati

Per studiare la funzione genetica della Thaumatin-like protein (TLP), appartenente al gruppo 5 delle
phatogenesis-related proteins con il nome di NP24, nella produzione di risposte allo stress biotico
ed abiotico e presente anche nell’esocarpo di pomodoro si & deciso di utilizzare la cultivar
Moneymaker che dai dati di letteratura meglio si adatta a studi di genetica per poi
successivamente trasferire i protocolli sulle landraces locali. Allo stesso tempo abbiamo
evidenziato sulle varieta locali di pomodoro coltivate nell’arco jonico la presenza di varianti
alleliche della TLP. Sulla cultivar Moneymaker abbiamo messo appunto un protocollo di
trasformazione capace di indurre modifiche mirate nei loci di interesse. A tal fine utilizzando
guesta tecnologia e stato possibile creare una frame shift con conseguente silenziamento di un
gene TLP presente in pomodoro. Tali tecnologie possono risultare strumento utile se applicate
nel creare in vitro nuova variabilita genetica. Con il proseguo delle indagini si pud intravedere
come utilizzare il materiale locale di pomodoro e/o per indurre nuovamente mutazione dei geni
TLP.
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Identificare varianti alleliche nelle Landraces locali di geni coinvolti nella risposta a stress biotici ed
abiotici & condizione importante per selezionare piante pil idonee alla coltivazione in ambienti
come quelli del DAJS. Inoltre, la possibilita di poter eventualmente disporre anche di protocolli
di tecniche molecolari di editing genetico su materiale locale di pomodoro coltivato nell’arco
jonico salentino pud permettere di ottenere nuove piante piu adatte alla coltivazione in
condizione di aridocoltura e nello stesso tempo ottenere produzioni piu salubri.

5di5
JUNIVERSITA Q cimecc

4
ENTO CIHEAM
BARI

ALDO MORO CentroEuro-Med

yterraneo
sui Cambiamenti Climatici



