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CAPITOLO 1

INTRODUZIONE



1.1 LE RISPOSTE DELLE PIANTE A STIMOLI BIOTICI E
ABIOTICI

Le piante, essendo organismi sessili, non hanpodaibilitd di muoversi e
di conseguenza sono frequentemente esposte a tipoltii stress; questi
ultimi vengono, per convenzione, suddivisi in dustegorie: gli stress
abiotici quali basse temperature, eccessiva saligitcita, alte temperature,
stress ossidativi ed esposizione a metalli tossigli stress di tipo biotico
dovuti a funghi, batteri, nematodi, insetti. Qudsatiori di stress possono
ostacolare il raggiungimento del pieno potenziaeegico della pianta e di
conseguenza ridurre notevolmente la produttivitee 8alutato, infatti, che
la crescita e la produttivita di piante espost®mdzioni di stress biotico o
abiotico si riduce anche del 50% rispetto a piatdkivate in condizioni
ottimali. (Bray E.A.et al 2000), (Thomashow M. et al 2001).

In seguito a situazioni di stress le piante hanmodj sviluppato, nel corso
dell’evoluzione, specifiche forme di adattamentaoésticati meccanismi di
difesa in risposta ai segnali di stress, in gradoodferire loro capacita di
tolleranza o resistenza (SchmelzereE.al. 2002; Fowler Set al, 2002;
Komatsu S. eal. 2006). Come risposta agli stress alcuni geni vengono
sovraespressi; la sovraespressione ha lo scopoitidgiara I'effetto dello
stress e di indurre le modifiche necessarie attepgrare la condizione non
ottimale in cui la pianta viene a trovarsi. La cecenza a livello molecolare
dei meccanismi che stanno alla base della tolleranzattori ambientali
puo contribuire fortemente allo sviluppo di nuovarigta o nuovi metodi
che aumentano la produttivita. Generalmente le ebasmmperature
provocano danni meccanici, mentre la salinita ideita operano alterando
I'equilibrio ionico ed osmotico della cellula (Maaa S.et al, 2005). Le
basi cito-fisiologiche e molecolari della risposilla pianta a fattori biotici
ed abiotici di disturbo sono alquanto articolateoenplesse. Esse includono
I'attivazione di specifiche vie metaboliche perttasduzione del segnale
(Kessler A.et al., 2002), le vie metaboliche cosi attivate interagsc

determinando una risposta diretta o una riconfioree metabolica o



ancora l|'espressione di specifici geni (Bonhert .Het al., 1995;
Ramalingam Jet al, 2003), che conduce in alcuni casi alla risposta
ipersensibile ed alla morte cellulare programmd&ked E., 2002; Heath
M.C., 2000). Gli studi che si riferiscono alla rspa a stress abiotici sono
molti e indicano come i meccanismi di risposta siapesso simili e
collegati tra loro. E tuttavia possibile osservéaestretta correlazione tra
diversi agenti di stress abiotici e come questsspaiconducano agli stessi
meccanismi adattativi. In particolare quattro dregiali: carenza idrica,
elevata salinita, freddo o caldo eccessivo ed mauento sono fattori
primari di stress, ma che si riconducono tutti @& dipologie di stress
secondario: stress iperosmotico e stress ossid@tinocur et al, 2005). In
generale l'adattamento delle piante a stress duraatambientale e
controllato da una cascata di segnali biochimi@ attivano meccanismi di
risposta agli stress tali da ripristinare i processeostatici e da proteggere e
riparare le proteine e le membrane danneggiate ¢V¢aral., 2003). Si
verifica, inoltre, una rapida induzione di fattdritrascrizione implicati nei
pathway di attivazione genica nella risposta atgkss abiotici. Nel corso
degli ultimi 10-15 anni sono stati clonati numergsni la cui espressione e
regolata (nella maggior parte dei casi incremeh@dde basse temperature
e/o dalla disidratazione. Analizzando le sequerzeomologia, funzione ed
espressione, i geni isolati sono stati raggrupatlassi a seconda delle
diverse funzioni. L'esatta funzione della maggiartp dei prodotti genici di
gueste sequenze € ancora sconosciuta, ancheose jddttern d'espressione
manifesta chiaramente una stretta connessione atrdorb attivita e
'acquisizione di tolleranza agli stress. | mecsami molecolari che
permettono alle piante di percepire esternamecaenbiamenti ambientali e
di trasdurre questo segnale al nucleo, dove sdivatai geni di resistenza,
sono anch’essi poco conosciuti. Questo e dovufatial che tutte le risposte
agli stress sono meccanismi complessi nei qual smnvolti molti geni,
che possono avere effetti additivi o ridondanticsgono interagire I'uno

con laltro nelle diverse e complesse vie di trasole del segnale



(Cattivelli et al.,2002). La percezione dello stress nelle cellugetai € un
processo che prevede l'interazione tra diversiwagh ognuno dei quali
coinvolge probabilmente uno specifico recettorafier@nti compartimenti
cellulari. Tutti questi segnali devono essere itival nucleo per avere
I'appropriata risposta cellulare. Infatti, ogni lcéh contiene, nel proprio
genoma, l'informazione necessaria per la sintesmdiliaia di proteine
diverse, tuttavia in ciascun momento della suasdla una parte di queste e
presente; il tipo di proteine espresse e la lorantjta dipendono dalle
condizioni fisiologiche della cellula e dagli stithoambientali. Gli
organismi viventi sono, infatti, in grado di vaeait profilo di espressione
del loro genoma e in questo modo riescono, ad asempdattarsi a diverse
condizioni di crescita, a rispondere ai vari strasdientali e in particolare,
negli organismi pluricellulari, a dare origine asgati differenti.
Dallattivazione di un gene alla produzione deli@atpina attiva, esistono
numerosi livelli in cui I'espressione genica pu&ars modulata al fine di
ottenere un proteoma il piu idoneo possibile a sfdde le necessita
fisiologiche della cellula. Il processo di produzéodi una proteina a partire
dal’lmRNA (traduzione) e regolabile grazie a dierstrategie; una di
queste é la stabilita del’'mRNA nel tempo, che &an modo significativo
da un gene all'altro e nelle diverse condizioni;es@mpio, riferendoci ai
meccanismi di resistenza al freddo, il gene bltildrdo mostra un aumento
della quantita di trascritto in condizioni di basgsmperatura (Atienza S.G.
et al, 2004), non per un aumento del suo tasso dirtzasee, ma a causa di
una stabilizzazione del suo mMRNA da parte dellsdasmperatura, o di un
fattore proteico presente solo a freddo (Deb@l, 1994). | meccanismi di
regolazione genica vengono quindi sfruttati dall@enfe per modificare |l
loro proteoma nelllambito dell’interazione che nexariamente devono
avere con l'ambiente. | meccanismi regolativi chentmllano i geni
necessari per “I'adattamento” allambiente agiscoimdatti, in risposta a
precisi segnali percepiti da opportuni recettoivédsi per i diversi fattori

ambientali e spesso localizzati sulle membrangdali a loro volta attivano
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processi di trasduzione del segnale che trasfertstm“stimolo”, generatosi
all'esterno della cellula, fino al nucleo. Nelleapte, esempi significativi di
guesta capacita sono le risposte ai patogeni estaglis abiotici (ad esempio
il freddo o la carenza idrica); gli organismi veaetsono in grado di
percepire la presenza di un fattore di stressyadidurre un segnale e di
attivare difese molecolari specifiche che non icgio solo la sintesi di
nuove proteine, ma anche l'attivazione di rispgsteimmediate, come la
produzione di specie reattive dell’ossigeno, vaoiaiz del potenziale
osmotico ecc. Alcuni dei meccanismi che consentatle piante di
sopravvivere a condizioni avverse sono costitutcigeé presenti prima
dell’esposizione allo stress, mentre altri sonouaikili e in questo caso,
come precedentemente detto, € necessario un prafiperiodo di
adattamento affinché I'organismo acquisisca il nmaggrado di tolleranza.
Fenomeni di adattamento si verificano quando latpiai trova esposta a
variazioni non letali delle condizioni ambientalyeste situazioni inducono
modificazioni fisiologiche che permettono di sopriarere a livelli di stress
molto piu intensi. Le nuove conoscenze nel settietta fisiologia vegetale
e biologia molecolare, come precedentemente d@scribdicano che
esistono processi biochimici regolati sia da fatenbientali esterni sia
dallo stadio fenologico. Ne consegue che la ferialagn va piu intesa
come rapporto “sviluppo della pianta — clima” manepinterazione di tre

elementi: “sviluppo e crescita — clima — metabobstellulare”.

1.1.1 Stress da basse temperature

Spesso lo stress da freddo provoca una sintomaotognune nelle piante:
comparsa sui tessuti d'imbrunimenti o uno scolontoedelle foglie a
seguito dell'ossidazione dei polifenoli e un rateemento della crescita. Da
un punto di vista fisiologico, i primi metabolisnmthe ne risultano

danneggiati sono la fotosintesi, la traslocazionel darboidrati, la
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respirazione cellulare e la sintesi proteica, dat®d@d un aumento della
degradazione proteica. Alla base di questi camhiéiman meccanismo
comune provoca la perdita delle proprieta della brama con conseguente
rilascio dei soluti. La suscettibilita al freddo i@fatti, spesso legata ad
un’elevata percentuale di lipidi costituiti da dadassi saturi che provocano
la solidificazione della membrana, sottoposta doaabamento termico, in
uno stato semicristallino (Taiz & Zaiger, 1996). l@ima risposta
fisiologica di una pianta esposta a condizionietinperature inferiori a 0°C

e rappresentata da una significativa perdita da¢hg. 1).
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Figura 1- Meccanismo di perdita dell’acqua nella cellularaate il congelamento.

A seguito del congelamento si ha un accumulo dtalti di ghiaccio negli
spazi intercellulari (fig. 2), con formazione dieaibni tra il ghiaccio
intercellulare, la parete e le membrane delle Eelluna condizione che

promuove ulteriormente una consistente disidratezio
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Figura 2- Formazione dei cristalli di ghiaccio.

La formazione di cristalli nell'apoplasto determinona diminuzione del

potenziale idrico con un conseguente flusso d'acaguao I'esterno della
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cellula. La disidratazione determina modificazidisiologiche pit o0 meno
gravi a seconda della quantita d'acqua persa, deieita di perdita e della
durata della condizione di stress. A seguito decaa idrica si determina
una concentrazione dei soluti, una diminuzionevééime cellulare ed una
modifica della forma delle membrane, l'alteraziodel gradiente di
potenziale idrico, la perdita di turgore, la digione dell'integrita di
membrana, la denaturazione delle proteine (Cdlitigelal, 2002). Durante
I'evoluzione le piante hanno saputo sviluppare @smi di adattamento
per resistere alle condizioni ambientali piu aveerBra i piu noti vi sono le
modificazioni morfologiche finalizzate a limitarea | perdita d’acqua
(caratteri xerofitici) o la sincronizzazione detloi vitale per sfuggire le
stagioni piu avverse (i genotipi primaverili sfuggoi freddi invernali,
mentre i genotipi precoci negli ambienti aridi evid la siccita estiva). Oltre
a questi meccanismi che tendono, nella maggioe ket casi, ad “evitare”
I'effetto dello stress sulla cellula, la sopravviza di una pianta ad una
situazione di stress dipende anche dalla capacéba dcellula di
“rispondere” alla condizione avversa. La rispostliutare allo stress € un
meccanismo inducibile, spesso attivato da moderaidizioni di stress, che
migliora sostanzialmente la capacita di tolleralieeffetti negativi delle

condizioni ambientali sfavorevoli.

1.1.2 “Cold Acclimation” e il suo ruolo nel determinare la tolleranza

Ogni pianta ha una temperatura ottimale per la escita ed il suo
sviluppo ed é chiaro che quella temperatura oténpar una determinata
pianta puo risultare un fattore di stress per trdalMolte piante, quali il
mais Zea may} la soia Glicine may, il cotone (Gossypium hirsutupmil
pomodoro Lycopersicon esculentyne la bananaMusa sp), manifestano
fenomeni di danneggiamento quando esposte alle eetye di
congelamento (al di sotto dei 10-15°C) (Lynch D190; Guy L. 1990;
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Hopkins W.G. 1999). Se, tuttavia, sono esposte,upecerto periodo, a
temperature basse non letali (tra 0° e 6°C cirea)nentano la loro
tolleranza verso temperature inferiori allo zertn@mashow, 1999); questo
fenomeno e conosciuto come “acclimatamento al fedd“hardening” o
ancora “Cold Acclimation” (fig. 3) e viene distinita “chilling tolerance” se
si verifica per temperature comprese tra 0-15°Greezing tolerance” per
temperature sotto gli 0°C. E ben noto che il segrdil stress & prima
percepito a livello di membrana e successivamaatslotto nella cellula
dove si verifica l'attivazione di geni stress-respiwe. Nel 1988, |l
ricercatore americano Williams ed il suo gruppo Ifns et al, 1988)
spiegarono questo processo con un aumento delzrgaale dei lipidi
insaturi nella membrana con conseguente aumenta deh fluidita. I
primo sintomo dovuto all’abbassamento della tentpesiaé l'alterazione
della membrana cellulare, che subisce un passadmiana fase fluida
liquido-cristallina a una fase di gel. Lo statadesdella membrana dipende
dalla composizione lipidica, dal grado di saturaeice dalla temperatura
ambientale ed il cambiamento di fluidita potrebb&ppresentare un
potenziale sito di percezione del freddo e/o ditdefHorvathet al. 1998;
Orvaret al.2002). Diversi studi svolti sArabidopsishanno dimostrato che,
a basse temperature, il maggior grado di insatomazdei lipidi determina
un abbassamento nella temperatura di transizionegnte la quale si
verifica il cambio di stato fisico fluido-gel, chesulta cruciale per il
funzionamento ottimale della membrana. Al contraaid un piu alto grado
di saturazione dei lipidi corrisponde una tempeeatli transizione piu bassa
e una diminuzione dell'efficienza del fotosistema del contenuto di
clorofilla e di glicerolipidi del cloroplasto oltrad un ritardo nella crescita
dopo l'esposizione prolungata alle basse temperdiviu J.et al 1997;
Hugly et al. 1992). Questi studi indicano, quindi, che la fltadidella
membrana gioca un ruolo centrale nella rilevazisiaedelle basse sia delle
alte temperature e che il suo cambiamento puoenfare I'espressione dei

geni. La membrana plasmatica rappresenta una fzafiseca tra la cellula e
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I'ambiente circostante. E permeabile solo a picootgecole lipidiche come
gli ormoni steroidi che possono fluire attravers® membrana nel
citoplasma, mentre € impermeabile a composti siblmbacqua come ioni,
proteine e altre macromolecole. Le risposte ceilulacaturiscono
dall'interazione di molecole extracellulari dettdickor o ligandi con

proteine della membrana plasmatica, detti recettorari segnali di stress
fungono da ligandi per i recettori delle membraekutari della pianta.

Generalmente la risposta delle cellule allo staesd$reddo determina, con

modalita diverse a seconda della specie, divershficioe:

- Accumulo di Acido abscissico (ABA), un ormone vegetimplicato
nella tolleranza al freddo, alla carenza idricd@ stress salino. LABA
e in grado di attivare specifici set di geni e toitce uno dei secondi
messaggeri usati dalle cellule per attivare i meiscai di risposta;

- Sostanze ad elevato potere osmotico (osmoliti)li quacheri solubili,
prolina, glicin-betaina, per contrastare la didiazéone causata dal
congelamento dell'apoplasto e proteggere le menebratalla
disidratazione;

- Una famiglia di proteine note come LEA (Late-Emhygoesis
Abundant) la cui funzione e ancora sconosciuta ima gresentano
elevate caratteristiche idrofiliche;

- Proteine anticongelanti note come AFP (antifreepstefns) che si
suppone possano contrastare la formazione e loppal dei cristalli di
ghiaccio (stress da freddo);

- Altre classi di proteine con funzione e carattesisd ad oggi ignote
principalmente localizzate all'interno del clorogia Il primo gene
isolato codificante per una proteina importata clefoplasto € stato
identificato nel frumento ed e stato denominatd.dbr(Cattivelliet al.,
1990; Crosattiet al, 1995). Sia corldb che I'omologo di frumento
wcs19 (Chauviret al, 1993) sono indotti solo da basse temperatuae e |

loro espressione viene amplificata dopo brevi elagimpulsi di luce,
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condizione necessaria per il completo sviluppoadttaioplasto (Crosatti
et al, 1999).

- Aumento del contenuto in antocianine nelle spegmpntate.
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Figura 3— Modificazioni fisiologiche e biochimiche indotteella pianta da cold-
acclimation.

1.1.3 Latrasduzione del segnale

by

La tolleranza agli stress ambientali & ritenuta aamattere complesso,
controllato in modo articolato. In molte pianteimtieresse agrario sono noti
un certo numero di geni “stress responsive”: gewiifccanti enzimi per la
sintesi di osmoprotettori, geni LEA (Late embryogsis abundant), geni
regolatori, geni coinvolti nello stress ossidativgeni che codificano
chaperon molecolari, geni coinvolti nell’insorgerdiaosmotic adjustment.
Le variazioni nella fluidita della membrana sonmsiderate come la prima
alterazione fisica della cellula in condizioni diess da basse temperature,
ma fino ad oggi, non € stato identificato con cadenessun recettore di
membrana che dia maggior corpo a questipotesialaifXiong L. et al,
2002; Chinnusamy \kt al, 2004).

In relazione alle classi di sensori di membranatado studiato il possibile

intervento di due sistemi: ustidina chinasi associata alla membrana
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(HIK33) (Suzuki l.et al, 2000) e ungroteina-channe(TRP) (McKemyet
al., 2002; Peieret al, 2002). Tali sensori sono proteine integrali di
membrana e si pensa possano riconoscere i cambiane#ia condizione
fisica delle membrane delle cellule che subisconostress da freddo
(Mikami et al, 2002). L’azione dell'istidina chinasi come semsalel
freddo € stata identificata nei procarioti e stggienti hanno dimostrato che
in particolare 'HIK33 (S110698) irSynechocystisp. PCC 6803 (Suzuleit
al., 2000), 'HIK19 e un regolatore di risposta (RERfLingono da
componenti della via per la percezione e la trashezidei segnali di bassa
temperatura. Si € visto che l'inattivazione di gugsni tramite mutagenesi,
ha impedito l'attivazione trascrizionale di pareaydmi freddo-indotti (Sung
et al, 2003). L'HIK33 che contiene probabili domimiembrane-spanning
stato quindi proposto come sensore di membranaadogdi trasdurre un
segnale freddo ad un trasduttore a valle, possaniten HIK19. Tuttavia,
HIK33 sembra sia in grado di trasdurre il segnatdtasto ad un
sottoinsieme dei geni freddo-regolati rappresematdesB, ma non a quelli
rappresentati da desA e desD, suggerendo quimaetenza di altri sensori
o vie del segnale del freddo (Suzwi al, 2000). Recentemente, canali
permeabili al C& della famiglia TRP sono stata identificati comessi
del freddo nel sistema nervoso dei mammiferi (McKerhal, 2002; Peier
et al, 2002). L’aumento della concentrazione di calgiosolico libero € un
evento precoce comune a molti stress ambientalyso il freddo (Knight
et al, 1996; Knightet al, 2001), ed & indicato come il primo fenomeno
intracellulare di percezione dello stress; pertantoanali di afflusso del
calcio possono essere inclusi fra i sensori primelip stimolo da freddo.

Lo stress e prima percepito dai recettori preseelia membrana cellulare
(fig. 4) che attivano le fosfolipasi C (PLC) chegal&zano in modo selettivo
lidrolisi Ca**-dipendente del fosfatidilinositolo 4,5-bisfosfa{@IP,) in
inositol-1,4,5-trisfosfato (1§ e diacilglicerolo (DAG). LIR € un
messaggero intracellulare citoplasmatico, che agisce con |l

corrispondente recettore del reticolo endoplasmatiscio causando la
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liberazione del Cd immagazzinato e, quindi, linnalzamento della
concentrazione del Gaintracellulare. Il segnale, tradotto downstream,
genera secondi messaggeri come il calcio, specative dell’ossigeno
(ROS) e fosfatidilinositolo. Questi messaggeri mada ulteriormente |l
livello di calcio intracellulare L'alterazione del livello di ioni C& nel
citosol € percepita dalle proteine che legano Itioa anche conosciute
come Ca’* sensors Queste proteine sensori interagiscono con i loro
rispettivi partners di interazione determinandmifio di unacascata di
fosforilazione(MAPK) (fig. 5) e attivano i principali geni digposta allo
stress (Moffatiet al.,2006) o i fattori di trascrizione che controllagoesti
geni (Mahajan Set al.,2005). Le cascate di MAPK rappresentano una parte
della via di trasduzione del segnale e nelle piaote attivate da trattamenti
con ormoni, patogeni e da condizioni di stress tal freddo, alla siccita e
all'elevata salinita (Hirt H., 2000; Ichimura Kt al, 2000; Sangwast al.,
2002). Recentemente sono state identificate MAPHvaa¢ da shock
termico, HAMK (Sangwaret al, 2002) ed é stato notato che sono differenti
da quelle attivate dal freddo, SAMK (Jonak al., 1996). Al contrario,
piante sottoposte a trattamenti con inibitori datio e della calmodulina e
con bloccanti dei canali del calcio mostrano unggiae sensibilita alle
basse temperature (Larkindaeal, 2002). Infine, i prodotti di questi geni
portano la pianta all'adattamento ed aiutano lantpiaa sopravvivere e
superare la condizione di stress. | cambiamentiotthdda stress
dell’espressione genica possono partecipare atladoone di ormoni come
ABA, acido salicilico, etilene, molecole che amigh#no il segnale iniziale
ed iniziano un secondo turno di segnalazioni ches@oo seguire sia lo

stesso percorso oppure utilizzare differenti congpdirdi segnale.
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Recettore

!

PLC

PIP,—» IP3;+ DAG

Ca”" e altri messaggeri secondari (InsP, ROS)

Sensori C&"

~pOJ/de ~PQ, Chinasi/Fosfatasi

Fattori di trascrizione

Principali geni di risposta allo stress

Risposta Fisiologica

Figura 4- Il segnale di stress & prima percepito da un tmet sulla membrana, il quale
attiva PLC ed idrolizza Plfcon formazione di IPe DAG. | livelli di calcio nel citoplasma
sono sovraregolati con movimenti di ioni Cadall'apoplasto o dal suo rilascio dalla
materia intracellulare mediata da P Questo cambiamento del livello di Tanel
citoplasma € avvertito da un sensore calcio-selgsilohe interagisce con i geni di
segnalazioni quali Kinase o Phosphatase. Quest¢éepr® influenzano I'espressione dei
principali geni generanti la risposta fisiologica.
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Figura 5 — Fosforilazione a cascata di MAPK.

Un’ulteriore classificazione prevede la distinziothe vari geni indotti da
stress in geni indotti primaérly) e dopo late) (fig. 6). | geni indotti nelle
fasi iniziali sono attivati dopo pochi minuti dalf@ercezione del segnale
indotto da stress. Diversi fattori di trascrizios@no classificati come geni
indotti nella fase iniziale in quanto l'induzioné guesti non richiede la
sintesi di nuove proteine ed i componenti dellanségione sono gia
presenti. Al contrario, molti altri geni che sontati dopo parecchie ore
dalla percezione dello stress sono classificaticaeni tardivi. A questi
appartengono i geni RD (responsive to dehydratiod)N (cold
induced)/COR (cold responsive) che codificano e utatb proteine
necessarie per la sintesi come la proteina LEA-L(K&e Embryogenesis

Abundant), antiossidanti, proteine stabilizzantnembrana, ecc...
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Stress Responsive Genes

EARLY GENES LATE GENES
(RD/KIN/COR/RAB18/RAB29B

MODULATE
Encode protein like
transcription factors/
calcium sensors

STRESS TOLERANCE EFFECTORS
LEA Like proteins, antioxidant
osmolyte synthetasing enzymes

Figura 6 — Espressione di geni early e late in risposta akess abiotici.

Molti geni, i cui trascritti si accumulano in risgta alle basse temperature,
sono stati isolati inArabidopsis L'elemento regolativo, CRT-DRE (C-
repeat dehydration responsive element) (Shinoztll, 2003), contenente
la sequenza CCGAC, presente nella regione promeotiés geni coinvolti
nella risposta alla bassa temperatura, confereteassempio, la capacita di
risposta alle basse temperature tramite alcuniaatii trascrizionali che si
legano a questo elemento (CBF1l, CBF2, CBF3, DREHMBEBIc,
DREB1la, DREB2). In effetti, & stato dimostrato @hgiante transgeniche
di Arabidopsische sovraesprimono queste proteine, si ha lirahezidi
molti geni contenenti elementi CRT-DRE anche ineaga di trattamento
con basse temperature. E’ stato definito quindi“n@gulone CBF”, che
include tutti i geni contenenti elementi CRT-DREwendi attivati dai fattori
CBF/DRE, e che include i geni coinvolti nell'inseriza della tolleranza da
acclimatazione (Medinat al., 1999). E’ stato inoltre dimostrato che |l
sistema CBF/DREBL1 e ubiquitario nelle piante, edean stata dimostrata
la presenza e il coinvolgimento in colza, segatang e pomodoro. Questo
pathway non é tuttavia l'unico coinvolto nella ttagione del segnale; altri
pathway che si sono dimostrati essenziali duraatesposta allo stress da

freddo sono invece mediati da acido abscissico (ABAfanno capo ad

21



elementi ABRE (Abscisic-acid responsive elemerfisw(er et al, 2002).
L’analisi di sequenza ha inoltre messo in evideoze molti geni COR,
identificati come coincidenti con i geni RD (respime to dehydration),
evidenziano la natura comune della rispostaAidibidopsisai due stress
osmotici, entrambi tradotti in una caduta eV (Moffat et al, 2006). Una
conferma deriva anche dal fatto che piante translgerche sovraesprimono
| fattori di trascrizione CBF o DREB1, mostrano ammnentata tolleranza sia
al freddo sia alla siccita (Shinozaiial, 2000).

1.2 L’ACIDO ABSCISSICO: BIOSINTESI ED ATTIVITA’

1.2.1 La scoperta dell'acido abscissico

Per numerosi anni i fisiologi vegetali hanno avutosospetto che il
fenomeno della dormienza dei semi e delle gemmeefasausato da
composti inibitori. Nel 1953, Bennet-Clark e Keffiorin seguito ad
esperimenti condotti con la cromatografia e a séggogici sui coleoptili

di avena, misero in evidenza un composto inibitdreerso dall’auxina.

Dieci anni dopo, nel 1963, ad opera di Frederickdiddtt e dei suoi
collaboratori, venne purificata e cristallizzatai deutti di cotone una
sostanza che ne promuoveva l'abscissione e veninataleAbscissina Il

(Addicott et al, 1968). Circa nello stesso periodo venne putdicdalle

foglie di acero una sostanza in grado di promuovardormienza delle
gemme, essa venne definita Dormina. (Salishetryal, 1992). Quando
venne chimicamente identificata la Dormina, si scame era identica
all'Abscissina Il e il composto fu denominato Acidbdscissico (ABA) a

causa del suo coinvolgimento nel processo di atiscis.

L’ABA é riconosciuto come un vero ormone vegetaksso agisce come:

- Inibitore: da regolatore negativo della crescide#’apertura stomatica

(particolarmente quando la pianta e sottoposteeassambientali)
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- Regolatore della dormienza dei semi

- Ormone ubiquitario nelle piante vascolari, si nan ogni parte della
pianta, mentre risulta assente nelle alghe e neflatiche dove
ritroviamo un composto simile sia strutturalmene ¢unzionalmente,

definito acido lunularico.

1.2.2 La struttura dell’ABA e la sua distribuzionein natura

| 15 atomi di carbonio dellABA sono configurati im anello alifatico con
un doppio legame, due gruppi metilici e una catasatura che termina con
un gruppo carbossilico. La posizione dei protoni@2 e C-4 e il
conseguente orientamento del gruppo carbossilicd-#) determinano gli
isomericis etransdell’ABA. Praticamente tutto 'ABA che si trovamatura
e nella formecis e, per convenzione, il nome Acido Abscissico eritib a
guesto isomero. L'ABA possiede nella posizioneell'ahello un atomo di
carbonio asimmetrico, dando origine agli enantioméfr) e (-)
(rispettivamente S e R) (fig. 7). L'enantiomero I& #orma naturale. L'ABA
commercialmente  disponibile € una miscela di canten
approssimativamente uguale delle due forme S e IRnantiomero S é
l'unica forma attiva nelle risposte veloci cometéusura degli stomi. Nelle
risposte a lungo termine, come i cambiamenti ngiliesi proteica, sono
attivi entrambi gli enantiomeri. Nei tessuti veglgta differenza degli
iIsomericis e trans gli enantiomeri S e R non possono essere inteectti.
Studi sui requisiti strutturali hanno dimostratoeatpualsiasi cambiamento
della molecola porta alla perdita di attivita. Aheu delle caratteristiche
fondamentali richieste per l'attivita biologica gmmndono il gruppo
carbossilico, il gruppo alcolico terziario, il ddpplegame 2eis e quello
sull'anello. | prodotti del catabolismo dellABArgsenti nel tessuto e privi

di uno di questi gruppi, non sono biologicamentiiat
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Figura 7 — Struttura del’ABA.

1.2.3 La biosintesi dell'acido abscissico

Sono due le possibili vie che portano alla biosintel’ABA, una diretta
nella quale 'ABA deriva da un precursore a 15 atdntarbonio: il farnesil
pirofosfato ed un’indiretta, nella quale 'ABA dea da un composto a 40
atomi di carbonio: il carotenoide violaxantina (¥eart et al, 1988;
Zeevaart, 1999). Il precursore dei carotenoidisopentenil pirofosfato IPP
(C5) che nel citosol deriva dall'acido mevaloniocmgntre nei plastidi, dove
awviene la sintesi dei carotenoidi, € prodottoraatrso 1-deossi-D-
xilulosio-5-fosfato (DXP), da piruvato e gliceraide 3-fosfato. La DXP
sintase € I'enzima che catalizza il primo stepadslhtesi dell'IPP per via
non-mevalonica (Lichtenthaler, 1999; Eisenreathal., 2001), il quale é
successivamente convertito in geranilgeranil pstdtm GGPP (C20). i
primo step della sintesi dei carotenoidi prevedeoiaversione del GGPP nel
carotenoide fitoene (C40) ad opera della fitoeneitase PSY.
Successivamente, il carotenoide fitoene € coneerit-carotene ad opera
della fitoene desaturase (PDS), segue poi il linepel B-carotene e
I'xantofilla, la zeaxantina (Cunninghaet al, 1998; Hirschberg, 2001). La
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via di sintesi del’ABA prende il via dalla converee della zeaxantina in
all-trans-violaxantina attraverso due passaggi ptiseidazione catalizzati
dall’enzima zeaxantin epossidase (ZEP) (Marire€al., 1996). L’enzima
catalizzante la conversione dell’all-trans-violattaa in 9-cis-violaxantina o
9’-cis-neoxantina non e stato ancora isolato etifiesto, mentre, nello step
successivo, la formazione dell’xantossina dalletoddie, 9-cis-violaxantina
e/lo 9-cis-neoxantina, € catalizzata dalla 9-ciessp carotenoidi
diossigenase (NCED). Studi biochimici e geneticmatrano che la
scissione ossidativa catalizzata della 9-cis-epassienoid diossigenase
(NCED) rappresenta in molte piante lo step crith@dla regolazione della
sintesi del’ABA (Schwartzt al.,2003; Nambarat al, 2005). Zaccarias e
suoi collaboratori (Zaccaria al, 2006), nei loro studi sulle arance rosse,
isolarono e caratterizzarono dall’epicarpo di aea@drus sinensis due interi
tratti di cDNAs (CsNCED1 e CsNCED2) codificanti ND&
L’esperimento condotto sulle foglie e sull'epicargioarance Citrus rivelo
che l'evoluzione dei livelli endogeni di ABA era rbecorrelata con
'accumulo dei trascritti CSNCED1 e CsNCED2, suggelo quindi un
ruolo chiave dellNCED nella regolazione della sesit dellABA. Una
sorprendente caratteristica dei geni NCED1 e NCEDA loro differente
espressione tessuto-specifica e la loro diverseegssipne temporale nella
risposta ai segnali ambientali e di sviluppo. lifdtespressione del gene
NCED1 aumenta nell’epicarpo del frutto durante laturmazione naturale,
nelle foglie e nei frutti disidratati, in combinanie costante con I'accumulo
di ABA. Il gene CsNCED?2, invece, non si esprimelendébglie ma & solo
rilevabile nei frutti, manifestandosi negli stadrdivi della maturazione e
transitoriamente nel flavedo deidratato. Questiltasi suggeriscono che
CsNCED1 gioca un ruolo primario nella biosinted’48A sia nelle foglie
che nei frutti, mentre CSNCED?2 riveste un ruolooseario solo nei tessuti
contenenti i cromoplasti (fiori e frutti) necessarprobabilmente per
regolare o sostenere i livelli di ABA in specifisiage di sviluppo o nella

disidratazione del frutto. Successivamente la smib@ € convertita in ABA
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nel citosol (fig. 8). Sono state proposte tre gmBsvie di conversione,
partendo dall’aldeide abscissica, dall’acido xasitiz e dall'alcol
abscissico.

Nel primo caso studi condotti su mutanti Aliabidopsisaba2 e aba3, del
tabacco abal e del pomodoflacca e sitiens supportano l'idea che la
xantossina venga prima convertita in aldeide abmeisda un enzima
appartenente ad una famiglia di deidrogenasi/rasu8DR a catena corta
(Rooket al.,2001) e dopo ossidata per produrre ABA ad opeltaldieide
ossidase (AOX).

Nel secondo caso la sintesi dellABA avverrebberagtdrso I'acido
xantossico (Milborrow, 2001; Cowan, 2000) in quaratcuni studi
dimostrerebbero che alcune isoforme di AOX conxeobero la xantossina
in acido xantossico (Lest al. 1997).

Nel terzo e ultimo caso gli studi dimostrerebbehne €aldeide abscissica e
convertita in alcol abscissico successivamentedagsiad ABA (Rocket
al., 1991).
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Figura 8 — Via di biosintesi del’ABA; (a) Sintesi del puesore carotenoide nel primo
step; (b) Formazione dell’epossicarotenoide e stiasgone nel plastide;(c) Reazioni nel
citosol per la formazione dellABA.

1.2.4 Lattivita fisiologica dell'acido abscissican condizioni di stress:

traslocazione e Catabolismo.

Molti processi fisiologici vegetali coinvolgono Iaintesi dell’acido
abscissico (Zeevaadt al, 1988). L’ABA, infatti, interviene durante lo
sviluppo vegetativo, nella risposta a vari strasbiantali quali la siccita e
I'alta salinita, oltre a controllare I'espressiatienolti geni indotti da queste
condizioni di stress.

Tra i principali effetti fisiologici dell’ABA si irtludono:
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- Chiusura stomatica

- Dormienza di semi e gemme

- Abscissione fogliare e senescenza

- Assorbimento di acqua

I livelli di concentrazione dell’lormone variano nosolo in riguardo
all'organo considerato o a seconda della fasetdidella pianta ma anche in
base alle condizioni di stress cui la pianta viso#oposta. Nei semi in via
di sviluppo la concentrazione puo aumentare divid nell’arco di pochi
giorni per poi riscendere man mano che la matun&ziavanza. La
dormienza di semi e gemme rappresenta, infattimencanismo di difesa
della pianta. Durante le fasi di maturazione deineee inizio della
dormienza i livelli endogeni di ABA aumentano. L'’ABha una funzione
protettiva durante la disidratazione del seme inang promuove
'accumulo di proteine e lipidi di riserva durartembriogenesi, sostanze
che verranno utilizzate durante lo sviluppo. L’AB¥uta, quindi, i semi a
superare le condizioni di stress e germinare sodndo le condizioni sono
favorevoli per la loro crescita. Inoltre previeree precoce germinazione
dell’embrione prematuro.

In condizioni di stress idrico il contenuto in ABAelle foglie puo
aumentare di 50 volte in 4-8 ore e ritornare alliveormali altrettanto
velocemente (Frickeet al, 2004) Diversi studi sulla biosintesi dellABA
hanno rilevato una maggiore concentrazione di oemwoelle radici, nella
linfa xilematica e nelle foglie in condizioni di gidratazione indotta da
freddo e da siccita (Roakt al, 1991). Si & notato, infatti, che I'applicazione
di ABA nelle piante minimizza I'effetto delle cormioni di stress grazie alla
sua azione di regolazione dell’equilibrio idricode tolleranza allo stress
osmotico. In condizioni di stress da basse tempexat di stress idrico la
prima linea di difesa delle piante e rappreserdatia chiusura degli stomi
al fine di prevenire la perdita di acqua per treespone (Mansfielcet al.,
1990). La chiusura stomatica puo essere ricollegjiitezione dell’ABA che

promuove un meccanismo di chiusura degli stomi ido tidroattivo,
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provocando linversione dei flussi ionici che atienti promuoverebbero
'apertura degli stomi. L'ABA €& anche coinvolto nsegnali germoglio-
radice. Recenti studi hanno dimostrato che la dcaglione di ABA
allinterno della radice € modulata da fattori aemttali, dalla durata della
luce ma soprattutto dal pH del succo xilematicAARA viene trasportato
sia dallo xilema che dal floema. Quando la piargatéoposta a stress idrico
la concentrazione di ABA nel succo xilematico autaef@a 1-15 nM a 3
uM) in quanto una determinata parte di ABA sintedtzznelle radici (piu a
diretto contatto con il suolo che si sta disidrdt@nviene trasportata
attraverso lo xilema. In concomitanza, in condizidnstress idrico, il pH
del succo xilematico aumenta da valori di 6,3 aowabli circa 7,2
(Wilkinson et al, 2002, 1997; Hartungt al., 2002) L’alcalinizzazione
dell’'apoplasto favorisce la dissociazione dellABAMABA-libero e il suo
trasporto verso il germoglio, raggiungendo piu Ifaente le cellule di
guardia e causando la chiusura degli stomi (fig.L8) chiusura stomatica
perd non sempre dipende dalla percezione di segtadeficit idrico
derivanti dalle foglie, talvolta, infatti, la chiusa degli stomi risponde anche
direttamente all’essiccamento del suolo ancora griohe vi sia una

significativa riduzione nella pressione di turgded mesofillo della foglia.

Il csssneaaceasnn

epidermis
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parenchyma

MleESOPhyH Q Well-watered
cells . : conditions

Lower
epidermis

Guard cell

Figura 9 — Meccanismo di chiusura degli stomi.
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Allo stesso tempo, le condizioni ambientali, incestando il grado di
traspirazione, comportano un aumento del pH deifa fogliare, che puo
promuovere I'accumulo di ABA e la riduzione dellanduttanza stomatale
(Wilkinson et al, 2002; Davieset al, 2002). Un intenso fenomeno di
traslocazione dellormone avviene anche in caseadenza nel suolo di
fosfato e potassio, cido aumenta la formazione dAAtlle radici (Fanet
al., 2008). In queste condizioni, tuttavia, solo picola quantita di ABA
viene depositata nelle radici, mentre un’alta peficgle viene rilasciata
nello xilema. Uno studio effettuato nel 2005 daiercatori Arkhipova e
collaboratori (Arkhipova et al., 2005) ha evidenaian aumento di ABA
nei germogli di lattuga trattati cddacillus subtilis un batterio che produce
citochinina. Elevate concentrazioni di citochinimaucevano la biosintesi
di ABA nelle radici. L'ABA neo-formato veniva pordslocato nello xilema
senza deposizione nelle radici, situazione similgualla che avviene in
condizione di carenza di fosfato e potassio nellosutl rizobatterio
Variovorax paradoxuyscontenente ACC-deaminasi (ammino-ciclopropano-
acido-carbossilico-deaminasi), riesce a degradgreeg¢ursori dell’etilene.
L’etilene, d’altro canto, induce la biosintesi d&BA. Di conseguenza
piante trattate coriariovorax mostrano una tendenza a diminuire la
biosintesi di ABA nelle radici, il trasporto xilertieo ed ovviamente anche
il trasporto dal floema di nuovo alle radici. Aleuizobatteri che producono
auxine sono inoltre capaci di influenzare il traspalel’ABA (Fan et al,.
2008) influendo sulla sintesi dell’acido indolo-tce. Dato che IAA induce
la biosintesi dell’etilene che a sua volta induaeblosintesi del’ABA, e
chiaro come questi rizobatteri abbiano un effettitiasproduzione ed |l
trasporto di ABA (fig. 10).
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Figura 10- Schema del flusso di ABA nella corteccia delleigiadJn possibile ruolo dei

Rizobatteri che producono Auxina (IAA) e citochini di batteri che possiedono I'ACC-
deaminasi. La larghezza delle frecce indica I'irsiéén del flusso.

Un effetto immediato che si nota in seguito allespione di cellule di

guardia al’ABA e una depolarizzazione della memlrdovuta all'influsso

netto di cariche positive ed un aumento transier@ia concentrazione
citosolica di calcio. Un effetto, infatti, del’ABA di stimolare il rilascio

degli ioni calcio nel citosol da comparti interniadi i vacuoli o dal reticolo

endoplasmatico; aumentando cosi la concentrazibosotica del calcio da
50-350 nM a valori di 1,uM (Mansfieldet al, 1995) (fig. 11).
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Figura 11- Aumento della concentrazione di ioni‘Cael citosol in seguito all'esposizione
di ABA.
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Oltre ad aumentare la concentrazione del calciosciico, 'ABA causa,
come precedentemente detto, I'alcalinizzazionecdiesol da valori di circa
7,67 a valori di 7,94. L'aumento del pH attiva inef di efflusso del K
presenti nella membrana plasmatica. Comunque la atilvazione dei
canali di efflusso del Knon porta alla perdita di 'K Perché avvenga un
sostanziale efflusso di 'K 'ABA deve essere in grado di indurre una
depolarizzazione di membrana a lungo termine, @dejzakzione che viene
causata dall'influsso di cariche positive e da umanto transiente nella
concentrazione citosolica di calciQueste condizioni sono necessarie
affinché I'ABA attivi e apra i canali anionici len{Tipo-S) presenti sulla
membrana plasmatica (Grabet al, 1997; Peiet al, 1997). L'apertura
prolungata di questi canali lenti permette la fulgdla cellula di ioni Cle
malatd” che si spostano secondo il loro gradiente elétinoico; la parte
esterna, infatti, essendo piu positiva, possieteaatrazioni minori di Cle
malatd™ rispetto alla parte interna. La corrente ionicgaiiva in uscita
depolarizza la membrana promuovendo I'efflusso dilkh altro fattore che
puo contribuire all’efflusso di ioni potassio énibizione della B-ATPasi di
membrana. L’ABA inibisce il pompaggio di protonimsblato dalla luce blu

protoplasti di cellule di guardia in accordoncbipotesi che una
diminuzione dell’attivita della HATPasi aiuti a depolarizzare la membrana
in presenza di ABA (fig. 12).
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L’acido abscissico riveste un ruolo importante anahel processo di
abscissione fogliare e senescenza delle fogligidiezione della superficie
fogliare € utile alla pianta nelle condizioni difidé idrico; in questo modo
la foglia espone una superficie fogliare minore conseguente riduzione
della traspirazione. Molte piante mature, comeoilone, sono costrette a
rispondere alla siccita accelerando la senescernzgialimento) e
I'abscissione (caduta) delle foglie piu vecchie;alre, come il melone
cantalupo I’ABA riveste un ruolo importante nel pesso di maturazione di
tipo climaterico con la promozione di etilene (Maeiz et al, 1999).
L’ABA favorisce I'assorbimento di acqua che stimdldlusso idrico e la
conduttivita idraulica nelle radici. Inoltre, in mdizioni di stress idrico,
stimola la crescita delle radici affinché possamaggiungere zone piu
profonde del suolo ricche di acqua. In seguitoisalversi della situazione
di “crisi”, parte dellABA formatosi deve essereminato o inattivato. Le
piante hanno evoluto due diversi sistemi di catab@ per I'acido
abscissico: I'ossidazione e la coniugazione (Pogiodl., 1972).

Nel processo di ossidazione (fig. 13) 'ABA vienenpa ossidato in un
intermedio instabile: I'acido Faseico (PA), cheoditamente inattivo o ha
un’attivita molto ridotta (in alcune specie causachiusura degli stomi
indicando che e in grado di legarsi ai recettoll’ABA), ed in seguito
ossidato in acido 4’-diidrofaseico (DPA) che nomiinai dimostrato attivita

nei saggi biologici.
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Figura 13- Ossidazione dellABA
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La coniugazione ha lo scopo di legare 'ABA ad wumchero in modo da

rendere 'ormone inattivo (fig. 14).
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Figura 14- Coniugazione del’ABA

La coniugazione non solo rende I'’ABA inattivo, niteea anche la polarita
e la sua distribuzione cellulare. Infatti, mentABIA libero é localizzato nel
citosol, 'ABA-GE si accumula soprattutto nei vatiuanche se puo essere
ritrovato nel succo xilematico di piante sottopoatestress (Banet al,
1994; Jeschket al, 1997; Hartung et al., 2002). Quando le pianteoso
sottoposte a cicli di stress idrico e reidratazjdaeconcentrazione di ABA-
GE aumenta costantemente, indicando che la formmugata dell’'ormone
non e idrolizzata durante lo stress (Boyar al, 1982). Si e inoltre
dimostrato che ’ABA coniugato aumenta gradualmesue I'eta in foglie
di Hyoscyamus nigerappresentando circa il 95% dell’ABA totale al 4°
mese (Weiler, 1980). La funzione del pool extradate del’ABA legato €
ancora sconosciuta, & pero possibile ipotizzarditierenti destini:

1. L’ABA legato potrebbe accumularsi nelle fase wzp intercellulare,
conseguentemente la concentrazione di ABA coniudatoebbe aumentare
nell'apoplasto con I'eta e lo stress ugualment®alee avviene nei vacuoli.
Tuttavia questo accumulo non é stato riscontrato.

2. L'ABA legato potrebbe essere trasportato a¥mb delle cellule. Ad
0ggi non é stato identificato nessun sistema dipoeto della membrana

plasmatica, infatti, il trasporto dellABA&-D-glucosio viene tutt'oggi
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considerato insignificante data la scarsa permé&abitiel’ABA-GE
attraverso la membrana plasmatica (Bateal, 1990).

3. L'ABA legato potrebbe essere scisso per via raa#ica una volta
raggiunto lo spazio apoplastico delle foglie. L’ABi#derato poi potrebbe
quindi essere trasportato all’interno delle celledeindurre cambiamenti del
metabolismo o agire come segnale di guardia. Eselinpuesto tipo di
attivita enzimatica apoplastica son@mannosidasia e p-galattosidasi,
fosfodiesterasi (enzimi appartenenti alla clasdie dérolasi, che agiscono
sui legamip-glicosidici dei polisaccaridi, idrolizzando i rdsi terminali di
B-D-glucosio e generandone il rilascio). BeD-glucosidasi hanno un pH
ottimale di circa 7. Il pH del fluido intercellukardi lavaggio (IWF) delle
foglie di orzo invece e di 6,2-6,5. Dopo l'alcalimazione che avviene in
seguito ad uno stress idrico [lattivita dellg-glucosidasi aumenta
notevolmente favorendo cosi la scissione dell ABE-Basciando la forma
libera e attiva dell’'acido abscissico. L'’ABA libéoa pud cosi essere
trasportato all'interno delle cellule e svolgeresiaa funzione di segnale

coinvolto nell’adattamento della pianta allo stré3®tz et al.,2000).

1.2.5 Stress da basse temperature: via ABA-dipend&n

L’acido abscissico (ABA) gioca un ruolo crucialelltaelattamento delle
piante a differenti stress ambientali e in divgngicessi fisiologici come la
maturazione e la dormienza del seme, lo sviluppdrdeto o la senescenza
(Zeevaartet al., 1988). Per tale motivo, segnali ambientali e diugppo
potrebbero operare nella regolazione della biosirdel’ABA nei tessuti
della pianta. L'espressione di geni indotti da isice stress da freddo in
Arabidopsisé stata analizzata mediante tecniche di Northésh éo PCR
(Fowler S.et al., 2002; Kreps J.Aet al.,2002; Seki Met al.,2002; Vogel
et al., 2005). Attraverso questi studi sono stati iderdtiigiu di 300 geni

indotti da stress. | risultati confermano che i¥d@ei geni indotti da siccita
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sono indotti anche da basse temperature &eki,2002), indicando quindi
I'esistenza di due vie parallele coinvolte nellaposta a stress abiotici.
Nello specifico, il gene RD29A/COR78 e indotto dasiccita e freddo che
dall’ABA, questo indica che & governato in condiidi stress sia da una
via ABA-indipendente che da una via ABA-dipender{téamaguchi-
Shinozakiet al., 1992). Infatti, il gene RD29A contiene nella suana
promotore siacis-elementi presenti nei geni della via ABA-indipentke
(DRE/CRT) che una sequenza conservatsattiva chiamata ABRE
(ACGTGGC) maggiormente presente nei gé&BA-responsive Questa
sequenza fu prima identificata nel gdfra dei semi del grano, nel quale si
esprime principalmente durante la fase post-eménegi (Guiltinaret al,
1990) e nel gen®AB16del riso dove & espressa sia nei tessuti vegetali
disidratati che nei semi maturi (Munéy al, 1990). Diversi geni indotti da
stress abiotici contengono una simile sequenza ecoai®m cis-attiva
chiamata G-box (CACGTGGC) (Menkers al, 1995). Per la trascrizione
di geniABA-responsivaon € pero sufficiente una sola copia di ABRE, ma
la formazione di un complesso tra ABRE ed eleméiraittacco come CE1 e
CE3 DRE/CRT. Un nuovo fattore di trascrizione caitbw nella risposta da
freddo ABA-dipendenti e stato isolato nella soia @ddetto SCOF-1
(soybean zinc finger protedin SCOF-1 & una proteina “zinc finger”
localizzata nel nucleo che non riesce a legargttdimente agli elementi
DRE/CRT o ABRE. Studi effettuati su 2 ibridi dekvVito rivelano che
SCOF-1 interagisce fortemente con SGBFsdaybean G-box binding bZip
transcriptional factor)ein vitro favorisce molto il legame tra quest'ultimo e
gli elementi ABRE, agendo da transattivatore. Quetidi supportano
I'idea che l'interazione proteina-proteina sia exsale per I'attivazione di
geni di risposta al freddo mediati dal’ABRE (Kiet al.,2001). Sono stati
isolati degli ulteriori fattori di trascrizione bi(leucine zipper chiamati
ABF/AREB che possono legare specificatamente elém@RE e attivare
I'espressione dei geni indotti da stress (@hal., 2000; Choiet al., 2000).
Questi geni AREB (AREB1 e AREB2) sono ABA-dipendeimt quanto
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necessitano del’ABA per la loro piena attivazigtkeesibiscono una ridotta
attivita in mutantiABA-deficientcome aba2 cosi come in mutanthBA-
insensitivecomeabal-1 Infine, fattori di trascrizione come MYC/MYB,
indotti da siccita, potrebbero legare rispettivateen elementi
MYCRS/MYBRS e cooperare nell’'attivazione del gene2R (Abeet al.,
1997). In definitiva, le zone promoter dei geniadttdda stress hanno tipici
elementicis-regulatorycome DRE/CRT, ABRE, MYCRS/MYBRS e sono

regolati da vari fattori di trascrizione a montig (fL5).

1.2.6 Stress da basse temperature: via ABA-indipeedte

Nella via ABA-indipendente linduzione di molti gercold-responsive
(COR) é mediata da fattori di trascrizione comerigteine CBF/DREB (C-
repeat binding factor/dehydration-response elemantding protein)
(Stockingeret al, 1997). | fattori di trascrizione CBF/DREB apargjono a
una piccola famiglia AP2/EREBP costituita da trésgruppi (Haakeet al,
2002; Gilmouret al., 1998; Medinaet al., 1999; Shinwarkt al., 1998; Liu
et al, 1998). Dei tre, il gruppo CBF/DREB1, cui appageno
CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C, CBF3/DREB1A €& specificatmte
indotto dal freddo. Il gruppo CBF/DREB2, cui apeagono DREB2A e
DREB2B, é indotto invece dalla siccita, dal clordiosodio e dall’acido
abscissico (Liu et al, 1998). L'analisi del gene cold-responsive
RD29A/COR78 ha portato alla scoperta di una sequeonnservata di 9 bp
(TACCGACAT) chiamata DRE che rappresentacisielemento essenziale
per la regolazione dell'induzione del gene. La seqa DRE, inoltre, e stata
trovata nelle regioni promoter di altri geni indatélle condizioni di stress
da freddo e da siccita (Shinozad al., 2000; Thomashow, 1999). Simili
cis-elementi, chiamati C-repeat (CRT) ed elementiigipasta alle basse
temperature (LTRE), contenendo il centro della seqa DRE
(A/GCCGAC), sono coinvolti nella regolazione di gemdotti dal freddo
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(Bacheret al, 1994; Jiangt al, 1996; Stockingeet al.,1997; Thomashow,
1999). Le CBF/DREB1 e DREB2 si legano entrambe akmuenza
DRE/CRT e attivano la trascrizione di geni. |l ¢a¢ CBF3/DREB2A
necessita, invece, di essere modificato dalla pr@t8FR6 prima di attivare
la trascrizione di RD29A/COR78 (Liet al, 1998). Studi effettuati sul
fenotipo di mutantisfr6 (sensibili al congelamento) suggeriscono che la
proteina SFR6, coinvolta in questo processo di freadiione, sia anche
coinvolta nel conseguente aumento della sintesigeii COR (cold
regulated) (Knighet al. 1999). Cio dimostra che, essendo entrambi i fattor
di trascrizione coinvolti nellinduzione dei geniOR (cold regulated), le
due vie di trascrizione ABA-indipendenti indotta sla stress da freddo che
da disidratazione convergono (Yamaguchi-Shinoealdl., 1994) (fig. 15).
Infine I'induzione della famiglia delle CBF ha swgygo la ricerca di un
vicino trasduttore di segnale che le attivassetapdio alla scoperta di un
fattore chiamato ICE (inducer of CBF expressionjin@ur et al., 1998).
L’attivatore ICE1 codifica per un fattore di tragoone che riconosce
specificatamente sequenze MYC sul promotore CBE8eL al. (Leeet al.,
2001) hanno inoltre analizzato geneticamente ilusocHOS1 (alta
espressione di geni in risposta allosmosi) Alrabidopsis e hanno
dimostrato che la mutazioneosl intensifica e induce maggiormente le
CBF2, le CBF3 ed i lori geni “target” durante loests da congelamento.
Dunque, cio ha portato ad identificare HOS1 comeagolatore negativo
dell’attivazione dei geni COR, attraverso la modidae del livello di
espressione delle CBF (Chinnusastyal., 2003). Tuttavia, recenti studi di
microarray hanno confermato che non tutti i geregpressione regolati dal
freddo sono sotto il diretto controllo della fanegldelle CBF/DREB
(Fowleret al.,2002; Krep<et al, 2002) e l'identificazione di altri fattori di
trascrizione indotti da freddo tra cui RAV1 e ZATih2lipendenti dalle CBF
indica la presenza di una via di segnalazione ledaab indipendente dalle
vie mediate dalle CBF (Fowlet al.,2002).
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Figura 15 - Regolazione dell'espressione genica alla siceital freddo. Gli elementi cis
che sono coinvolti nella risposta sono segnatibeed. Mentre i fattori di trascrizione sono
nei cerchi o negli ovali. | piccoli cerchi neri irhno la necessita della fosforilazione come
modificazione ai TF in risposta allo stress. La fgasuperiore della figura indica la
cascata del segnale che viene attivata in maniegida e veloce subito dopo lo stress
(ICE, DREB2, NCED), mentre nella parte sottostarfttori che rispondono in maniera

piu lenta e che probabilmente sono coinvolti urgefpiu lenta e adattativa della risposta
allo stress (AREB/ABF, MYB, MYC, CBF-BREB). TrdtieShinozaki et al (2003)

Currand Cwinion in Flart Biology

Lo stress da freddo, salinita e siccita indeboliSequilibrio osmotico
cellulare ed é chiaro che questi fattori di tragone cosi come i geni indotti
da stress possono collaborare per aiutare la paantanare la sua normale

fisiologia.
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1.3 LE ARANCE

L'arancio [Citrus sinensis L. Osbelck un albero da frutto appartenente al
genere Citrus (famiglia Rutaceae), il cui fruttalétto arancia. E un antico
ibrido, probabilmente tra il pomelo ed il mandarimoa da secoli cresce

come specie autonoma e si propaga per innestea tal

Regno: Plantae
Divisione: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Sottoclasse Rosidae
Ordine: Sapindales
Famiglia:  Rutaceae
Genere: Citrus

Specie: C. sinensis

Figura  16- Classificazione botanica
dell'arancia; particolare di arancia con fiore
di zagara

La sua patria € la Cina (come testimoniano alcwauchenti scritti fra il
1200 e il 1400 d.C.) e sembra che sia stato imfmontaEuropa appena nel
secolo XIV dai marinai portoghesi.

1.3.1 Componenti principali del frutto

Il frutto, botanicamente un esperidio sferoidale;ostituito dalle seguenti
parti fondamentali: il pericarpo, che comprendeflavedo (parte esterna
colorata della buccia), I'albedo (parte bianca rméedella buccia): e la
polpa, o endocarpo, suddivisa in spicchi e veseicohtenenti il succo ed i
semi (fig. 17). | semi possono essere da 5 a lZirepmancare (frutti
apireni) nelle cultivar piu selezionate. Il flavedaostituito principalmente

da materiale cellulosico e contiene altri componguali:
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* Oli essenziali: Terpeni, sesquiterpeni alifaticderivati ossigenati,
Terpeni e sesquiterpeni biciclici, Composti aldathon terpenici,
Idrocarburi aromatici, Esteri contenenti azoto.

* Costituenti del residuo non volatile dell’olio esgmle: Cere
paraffiniche, Steroidi e triterpenoidi, Acidi grgssCumarine,
psoraleni e flavoni.

« Componenti accessori: Pigmenti (carotenoidi, cidepfflavonoidi),
Principi amari (limonina), Enzimi (ossido reduttgsioteasi, acetil-
esterasi, fosfatasi).

L’albedo risulta anch’esso costituito principalmeedia materiale cellulosico
oltre che da:

e Sostanze pectiche: Pectina, Protopectina, Acidotiqoep Acidi
pectinici.

« Componenti accessori: Principi amari (limonina),ziam (ossido

reduttasi, proteasi, acetil-esterasi, fosfatasi).

Albedo

Fla\idj /

Pericarpo

Figura 17- Le varie parti dell’arancia

La struttura della polpa risulta costituita da miate cellulosico. Secondo il
colore della polpa si distinguono cultivar biondeanguigne (quest'ultime,

contrariamente alla norma, hanno polpa per nulldaacTra le cultivar
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maggiormente commercializzate per le arance biosdealistinguono:
Biondo comune, NavelWashington Navel, Valencia late e Ovale-calabrese;

mentre per le arance pigmentate: Moro, Sanguirellarocco.

1.3.2 Origini e produzione di arance rosse siciliane

La produzione di arance a polpa rossa € tipicaadedirte della Sicilia
orientale circostante I'Etna. In questa zona alcuaeeta pigmentate del
Citrus Sinensis(var. Moro, Tarocco e Sanguinello) hanno trovaéo |
condizioni ambientali idonee per esprimere al neelgiloro caratteristiche
genotipiche. Nonostante sia difficile ricostruir@ wlettagliato percorso
mediante il quale gli agrumi, e quindi le arancese siano pervenute in
Sicilia, & possibile comunque delineare le principppe della diffusione
degli agrumi dell'isola (Maccarone, 1997). Un masaidella villa del
Casale di Piazza Armerina testimonia, ad esempie,nel periodo tardo-
imperiale romano erano gia presenti in Sicilia ddm ed il limone.
L’arancio amaro e stato introdotto in Sicilia dagtiabi nel corso del VII
secolo e probabilmente fino al XVI secolo furondtigate soltanto arance
bionde e soprattutto per scopo ornamentale: pestguaotivo ancora oggi
le coltivazioni di agrumi sono chiamate dai sigilidgiardini”. E soltanto
nel XVII secolo che troviamo la prima descrizionell'drancia rossa da
parte del gesuita Ferrari nelloperesperideg1646). L'autore descriveva
per la prima volta un frutto di una varieta paridre di aranceAurantium
indicum dalla polpa pigmentatapirpurei coloris medullg portato in
Sicilia da un missionario genovese di ritorno d&ilgpine. In ogni modo &
soltanto agli inizi del XIX secolo che la produzeodi arance rosse in Sicilia
assume rilevanza primaria per l'agricoltura siciiaproduzione che viene
aiutata dai fattori climatici intrinseci della zoqaali temperature rigide di

notte e un’esposizione a luce molto intensa dingioMNella nostra area,
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inoltre, I'abbondante dose di insolazione permddteformazione di alti

livelli di zucchero nei frutti, fondamentali perflarmazione del sapore.

1.3.3 Proprieta salutistiche delle arance

Gli agrumi sono frutti di notevole interesse per lero qualita
organolettiche, le proprieta nutritive e terapehgid principali composti
chimici sono rappresentati da zuccheri sempliccqaeosio, glucosio e
fruttosio), ossiacidi (citrico, malico, isocitrice chinico) e sali minerali,
prevalentemente di potassio. Sono inoltre presiengiiccole quantita, ghi-
amminoacidi liberi, tra i quali prevalgono la pr@i larginina e
'asparagina, diversi derivati degli acidi idrossitamici, specialmente del
ferulico e del cumarico, I'esperidina, triacilgliodéi e fosfolipidi derivati
principalmente dagli acidi insaturi linoleico e eaaico e le vitamine A, B1,
B2, C e PP. | semi sono costituiti da materialéut@dico con presenza di
oli essenziali e proteine. La caratteristica nidniale delle arance, cosi
come per gli altri agrumi, é la vitamina C, impaotiasima per |l
potenziamento delle difese immunitarie contro vieisbatteri o agenti
chimici. Tale vitamina impedisce che nitriti e atir assunti
nell'alimentazione si trasformino in nitrosammim®mposti cancerogeni.
Questa vitamina entra in gioco anche in altre cesg# funzioni biologiche
dell'organismo umano: assicura una guardia attiveomtinua contro i
radicali acidi, influenza il metabolismo dei canh@iti e degli acidi grassi,
favorisce l'assorbimento intestinale del ferro, enithe indispensabile per la
formazione dei globuli rossi del sangue, stimola umgliore permeabilita
della parete dei capillari, combattendone la figgilinfine, interviene nel
processo di deposizione del calcio e di fosfordenelssa e nei denti.
Accanto alla vitamina C, nelle arance sono presdistirete quantita di
vitamina A, modeste di vitamina B1 e B2 e i flava@hpopigmenti vegetali
responsabili delle sfumature giallo-rosso dellappoll flavonoidi sono

chiamati vitamina C2. L'azione concomitante deltamine C e C2 esercita
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un intervento rigeneratore sul collagene: tessusmstegno della cute, il cui
cedimento puo portare alla formazione di pieghghey smagliature ed
inestetismi vari. La presenza degli acidi preceei@einte citati, inoltre, non
ha azione acida, ma, al contrario, avviando ung sBrreazioni chimiche
contribuisce a neutralizzare varie sostanze tossicbhme l'acetone nei
bambini, e a ridurre l'acidita nelle urine. Condiz questa essenziale per
impedire la formazione di calcoli renali a baseadido urico, come puo
avvenire nella gotta. L'arancia contiene discretantjta di calcio, selenio,
potassio e magnesio, in oltre modeste quantitéosfiofo, ferro e sodio,
completano la famiglia dei minerali delle aranceall@rancia si ricavano
varie essenze: l'essenza od olio essenziale diciarasi ottiene per
spremitura delle bucce, che la contengono abboedwrite in sacche
oleifere sottocutanee. Il colore rosso delle argrigenentate € dovuto alla
presenza di pigmenti idrosolubili appartenenti aillasse dei flavonoidi
chiamati antocianine. Il componente quantitativai®esiu rappresentato é
la cianidina 3-O-glucoside ed un secondo compong@nésente in tracce, é
la delfinidina 3-O-glucoside (Rimaet al.,1998). L'interesse rivolto verso i
prodotti alimentari contenenti antocianine, e irrtipalare nei confronti
delle arance rosse, € legato ai loro molteplictéfterapeutici per la salute
umana, e ad un loro possibile impiego come fonteotbranti naturali per i
cibi (Ross.et al, 2002). Le antocianine sono coinvolte in naturavari
processi fisiologici: la pigmentazione di varie fpaelle piante, per attrarre
gli impollinatori e gli insetti deputati alla disfggone dei semi, la protezione
della pianta dall'eccesso di irradiazione solara elifesa della pianta dai
microrganismi patogeni (Fielét al., 2001; Winkel-Shirley, 2001). Le
antocianine esercitano un ruolo ancora molto ingoet per le loro
proprieta farmacologiche e antiossidanti Esplicatiivita farmacologica
sulla fragilita capillare (proprieta epitelio-rifrice) e sulla retina. Trovano
impiego nella terapia oculistica, nella cura dédiara, in angiologia per le
proprieta epitelio-protettrici e modulatrici dellaesistenza e della

permeabilita capillare e in tutte quelle condiziofisiopatologiche
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caratterizzate da un eccesso di produzione di ahdiberi. La capacita
antiossidante delle antocianine e stata ampiamewigdiata. Gracest al.
(Grace et al., 1996), nei loro studi, notarono che i livelli di zemi
antiossidanti come la superossido dismutasi carab@in relazione alla
produzione fotoindotta di antocianine iMahonia repens Anche
I'esposizione ad un potente agente ossidante ctmenb fu dimostrato
che induceva le antocianine (Foet al., 1996) suggerendo una loro
funzione antiossidante. Probabilmente pero le stepgiu convincenti
arrivarono da Tsudat al. (Tsudaet al., 1994; Tsudeet al., 1996) che nei
loro lavori su sistemi di liposomi, microsomi e mdembrana notarono che
l'introduzione di antocianine spazzava via i ralliaci O, e inibiva la
perossidazione dei lipidi. Quindi, le antocianinen solo conferiscono alle
nostre arance una particolare colorazione, ma aiamersensibilmente il
loro valore biologico per via della loro capacitaldoccare i famigerati
radicali liberi. Numerosi lavori scientifici dimtrano I'attivita antiossidante
ed antiradicalica dei componenti presenti nellen@earosse di Sicilia. La
cianidina-3-O-glucoside rappresenta circa il 97%edantocianine presenti
nelle arance rosse, a differenza delle altre faintantociani (sambuco,
mirtillo, etc.) la cui composizione antocianosidiéa molto variegata
(presenza di differenti antocianine). L’attivita tiassidante e radical
scavenging della cianidina-3-O-glucoside € statpiamente evidenziata in
diversi modelli sperimentali (Tsudg al, 1994; Amorini.et al.,2001). La
cianidina-3-O-glucoside, oltre ad essere maggioteneappresentata nelle
arance pigmentate, € molto piu attiva della vitam@® nel disattivare le
specie radicali che ossigenate (fig. 18); la cdpamitiossidante e legata alla
sua struttura e in particolare alla facilita comjlele 'atomo di idrogeno del
gruppo -OH, legato all’anello aromatico, puo esswrato ad un radicale
libero con successiva delocalizzazione dell’elegrepaiato (Wang ldt al.,
1997); inoltre la cianidina-3-O-glucoside risultaa le antocianine piu
diffuse nei frutti, quella dotata di maggiore at@vantiossidante (Amorini.
et al.,2001).
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Figura 18: Contenuto medio di vit C e antocianine nei sucdhamnce pigmentate e
bionde (Maccarrone, 1997).

1.4 | FLAVONOIDI E LE ANTOCIANINE

1.4.1 La struttura chimica dei flavonoidi

Le antocianine sono dei pigmenti solubili in acqappartenenti alla vasta
famiglia dei composti flavonoidi. A loro volta, gstaultimi, rappresentano
una sottoclasse della piu ampia famiglia dei pobfe | flavonoidi sono
presenti nella maggior parte dei vegetali terregtgetali (Manaclet al,
2004), impartendo loro la colorazione tipica dedf@ecie in questione. In
particolare contribuiscono alla colorazione deirifi@ei frutti e di molte
altre parti vegetali dipingendole con varie torgalitial blu al porpora, dal
rosso al cremisi, dall'arancio al giallo (che remdgione del loro nome: dal
latino flavus giallo) e persino l'incolore. Questa immensa fglai di
composti organici svolge una miriade di funziorttefondamentali per la
sopravvivenza della pianta: proteggono la piantée dadiazioni UV, la
difendono dai microrganismi patogeni, fungono ddemale segnale nelle
interazioni pianta-microrganismo, contribuisconlka &krtilita della pianta e

alla germinazione del polline, svolgono una fondatale funzione
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nell’'attrazione degli impollinatori e degli insettoinvolti nella dispersione
dei semi. Cio che rende universalmente cosi ampiaria la famiglia dei
flavonoidi e la radice chimica comune a tutti, aevé nucleo flavanico
(fig. 19). Esso € costituito da due anelli benzieaisei atomi di carbonio
interconnessi da un terzo anello piranico in cuwoaétenuto un atomo di
ossigeno. In base alle modificazioni chimiche ataierall’anello piranico
da parte di particolari enzimi, i flavonoidi possorssere suddivisi in
differenti classi strutturali come: flavoni, isoffani, flavanoni, flavanoli, e
antocianine (Rosst al, 2002); (fig. 20).
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Figura 19- Nucleo flavanico
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Flavone Flavonolo

Antocianidina
Isoflavone

Figura 20 — Classi dei flavonoidi

Le antocianidine (es. cianidina e malvidina) sonpigmenti idrosolubili

responsabili del colore rosso, blu e violetto drifie frutta e si ritrovano
principalmente nei frutti di bosco, nelle melanzamenel vino rosso; i
flavonoli (es. quercitina e quercitolo), si ritraxaanella cipolla, nei broccoli,
nei porri, in numerosi frutti e bevande ottenut@atire dai vegetali in
particolare il té e il vino rosso. | flavanoli (eahine) sono contenuti in
alimenti come la cioccolata, il vino rosso e ivirde. | flavoni, categoria a
cui appartengono la luteolina e la diosmetina, sgasticolarmente

abbondanti nel prezzemolo e nel sedano (Maeael, 2004).
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1.4.2 La struttura chimica delle antocianine

Le antocianine (dal Greantos fiore, ekyanos blu), metaboliti secondari e
flavonoidi, sono dei pigmenti naturali idrosolubdi colore rosso, porpora e
blu, presenti soprattutto nelle cellule epidermidedia pianta, a livello dei
vacuoli, in cui risiedono e colorano i tessuti (Rmmet al, 1998).
Nelllambito dei frutti le antocianine sono espresssclusivamente
nell’arancio rosso e nei suoi ibridi e soprattutdla polpa e nella buccia.
Le antocianine sono chimicamente dei glicosidieailei composti costituiti
da uno zucchero e da una parte non zuccherina aglitane, uniti da un
legame glicosidico e derivano costituzionalmentdladdase del 2-
fenilbenzopirossonio o flavilio nel quale I'ossigene origina le proprieta
basiche, essendo capace di combinarsi con gli deidilo sali di ossonio.
Tuttavia, il legame, e quindi la carica positivanre localizzata, per cui la
formula della base di flavilio viene rappresenteda strutture di risonanza
dove la carica puo ipotizzarsi su un sostituenteladormazione di strutture
chinoidi. Le glicosilazioni possono avvenire, conouo piu zuccheri, in
posizione 3, 5, 7, 3', 4" e 5’ (fig. 21).

OH

Figura 21 - 3,5,7,4'-tetraidrossi-2-fenil-benzopirilio
(Catione di flavilio)
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ANTOCIANIDINE R R’

Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH H
Petunidina OCH OH
Malvidina OCH; OCH;

Tabella 1 -Le pit comuni antocianidine

I glucidi nei monoglucosidi sono generalmente legeaposizione 3, mentre
nei diglucosidi sono legati in posizione 3 e 5. Gluccheri che
comunemente costituiscono le antocianine sono glaccamnosio, xilosio,
galattosio, arabinosio, fruttosio e il disaccarigenziobiosio. Spesso la
porzione glicosidica delle antocianine & acilatauira o piu posizioni con
derivati dell'acido cinammico. L’acilazione dei ghsidi svolge un ruolo
importante nella stabilita delle antocianine. Irgogianidine sono, infatti,
instabili in soluzioni acquose e meno solubili delantocianine. La
metossilazione avviene al C-3’ e C-5'. Almeno uedlaltre posizioni 5, 7,
4’ dei gruppi ossidrili interessati nelle glicogilani o metossilazioni deve
sempre essere lasciata libera per la formazionla Bake chinoidale. Gli
antociani presentano una variazione del coloremmzibne del pH (fig. 22),
in quanto possiedono gruppi ossidrile fenolici acdnuclei ossigenati
basici. Infatti, il gruppo antocianidinico in ambte nettamente acido é
rosso, mentre in mezzo debolmente acido scolomusacdella formazione

di una pseudobase incolore.
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Figura 22 — Forme di equilibrio delle antocianine in solua@acquosa.

Il forte potere colorante e I'assenza di tossifat@no di questi eterosidi dei
coloranti naturali per uso alimentare (E163) indgradi rimpiazzare i

coloranti sintetici utilizzati nelle bevande, nelhearmellate e nei dolci,
anche se una certa instabilita ne limita un’applmae generale. Il colore
rosso dei succhi di alcune varieta di arance e towalia presenza di
antocianine derivate principalmente dalla cianidlhaeianidin-3-glucoside e
il cianidin-3-(6.-malonil)B-glucoside (Maccaronet al, 1998) sono i due

pigmenti dominanti (fig. 23).
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Figura 23— Cianidin-3$-glucoside e Cianidin-3-(6"-malonil)s-glucoside

1.4.3 La biosintesi dei flavonoidi e delle antocianine

La biosintesi dei flavonoidi ha luogo nel citosbé proteine principali del
pathway sono organizzate in complessi multienzichaticentrati attorno a
monossigenasi CytP450-dipendenti, sul lato detwokdi endoplasmatico a
contatto con il citosol. Analisi biochimiche hanmalicato che i flavonoidi
sono presenti anche nel nucleo, suggerendo urrdoio regolatore. Molti
degli enzimi coinvolti nella biosintesi dei flavado sono codificati da
piccole famiglie geniche. Tali enzimi sono clagshili in due gruppi,
ovvero enzimi che catalizzano reazioni del metabwod fenilpropanico
generale ed enzimi che catalizzano le reazionipdréano alle differenti
classi di flavonoidi (Winkel-Shirley, 2002; Mooret al, 2002). Tutti i
flavonoidi possiedono uno scheletro base C6-C3-@6posto da una unita
C6 (anello A) a da una unita C6-C3 (anello B edratti carbonio 2, 3 e 4).
Gli atomi di carbonio all'interno dello scheletrade vengono originati da
due distinti pathways. L’anello B con gli atomi charbonio 2, 3 e 4, viene
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fornito da un derivato dell’acido cinnamico, menitemello A é il risultato
della condensazione testa-coda di 3 unita acdtptecursori dei flavonoidi
derivano entrambi dalla biosintesi degli acidi grasl malonil-CoA si
forma a partire da acetil-CoA e GQuna reazione catalizzata dall’enzima
acetil-CoA carbossilasi (ACC); il p-cumaroil-CoA @i analoghi esteri
idrossicinnamici del CoA vengono forniti dal methbmo
fenilpropanoidico. Per ottenere un fenilpropanagipe da una molecola di
fenilalanina occorre che avvenga una condensazi@nena molecola di
fenilalanina e 4 molecole di coenzima-A (1 moleatilaumaroil coenzima-
A e 3 molecole di malonil coenzima-A). Perché falecesso sia possibile e
necessario che dapprima avvenga una reazione whigkegione, catalizzata
dalla fenilalanina ammino liasi (PAL) a carico d@ellenilalanina. Nella
prima parte della biosintesi, la fenilalanina, éeertita in 4-cumaroilCoA.
Questo composto puo essere impiegato, attravergo mvetaboliche
collaterali, nella produzione di lignine, cumarmstilbene. Il cumaroil-CoA
puo, nella seconda parte del suo metabolismo, rentr@lla cosiddetta via
metabolica di biosintesi dei composti flavonoidin ampissimo gruppo di
sostanze tra le quali si annoverano gli auroriguvdni, gli isoflavonoidi, le
protoantocianidine e le antocianine. L’enzima chiaella via biosintetica
che conduce ad acido p-cumarico, é&é&milalanina-ammonio-liasi (PAL);
essa catalizza la deaminazione della L-fenilalanoma conseguente
formazione di quantita equimolari di acido transagmico e ione ammonio,
il quale fornisce un legame tra metabolismo primagi metabolismo
secondario. Lo ione ammonio generato d&laL viene incorporato in
glutammina, attraverso la reazione catalizzataadglutammina sintetasi
(GS) e, successivamente, in glutammato tramite la glotema 2-
ossiglutarato amminotrasfera@GOGAT). Il glutammato cosi formatosi
funge da donatore di azoto nella biosintesi degliménoacidi aromatici, in
particolare viene utilizzato nella formazione dobgenato, ed in seguito
trasformato in fenilalanina e tirosina, viene reiggso nel metabolismo dei

composti flavonoidi. Il prodotto della deaminaziodkella fenilalanina,
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I'acido trans-cinnamico, viene successivamente editg in acido 4-
idrossicinnamico sotto I'azione catalitica dell'dgicinnamico 4-idrossilasi
(CA4H), un’ossidasi che richiede ossigeno molecolare adDRH come
cofattori. L'acido p-cumarico, a sua volta, vieneneertito nel suo
corrispondente derivato attivato, il p-cumaroil‘ecpiena A tioestere, ad
opera di una idrossicinnamato CoA ligggiCL), un enzima con una
pronunciata specificita nei confronti dei derivatell’acido cinnamico
caratterizzati dalla presenza di un gruppo -OHrébsull’'anello benzenico
ed il quale richiede ATP e CoASH come cofattori.ll®aeazioni che
conducono alla sintesi di acido trans-idrossicinmaeco, ad acido cumarico
e alla sua forma attiva Cumaroil-CoA, si dipartomee metaboliche
collaterali che conducono alla sintesi di cumarehalei precursori della
lignina. L’enzima che, invece, é specificatamerdewolto nella biosintesi
dei flavonoidi e quindi delle antocianine, eGalcone Sintasi (CHSEsso
rappresenta, infatti, il primo enzima specificolaelia biosintetica delle
antocianine (fig. 24), e catalizza la graduale ems&zione di tre molecole
di malonil-CoA con una molecola di p-cumaroil-CoAerpformare un
calcone. La neo-formata molecola di naringeninane&ierapidamente
isomerizzata dallaCalcone Isomerasi (CHIl)al rispettivo flavanone,
evitando I'accumulo di calconi nella pianta. In gikg la Flavanone 3-
idrossilasi (F3H)catalizza la reazione di idrossilazione in posigi@i3 dei
flavanoni a diidroflavonoli. Anche in questo castaunutazione che porta
alla perdita dell’attivita di tale enzima blocca proseguimento della
biosintesi delle antocianine. Il diidroflavonoloidtokampferolo (DHK),
prodotto dall'idrossilazione della naringenina tiatata dall'enzima F3H,
puo essere ulteriormente idrossilato o solamentepasizione 3’, 0
contemporaneamente in posizione 3’ e 5’ dellan8lld-a prima reazione
catalizzata dall'enzima Flavonoide 3'-idrossilasF3H), porta alla
creazione della diidroquercetina (DHQ) e infineaallormazione dei
pigmenti con la struttura base della cianidina, imeela seconda reazione e

catalizzata dall’enzima Flavonoide 3'5'-idrossilg§i3'5’'H), responsabile
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della conversione del DHK mediante idrossilaziotie posizioni 3’ e 5'.
L’enzima che catalizza la successiva riduzione estgrecifica dei
diidroflavonoli in leucoantocianidine (flavan-3,4bt), utilizzando NADPH
come cofattore, prende il nome di Diidroflavonotettuttasi (DFR). Sono
proprio le leucoantocianidine a rappresentare ¢cym®ri immediati per la
sintesi delle antocianine. Questi composti sonohanprecursori delle
catechine e delle pro-antocianidine, le quali, scoiavolte nei meccanismi
di resistenza delle piante. Le leucoantocianidiergono poi convertite in
antocianidine dalla Antocianidina Sintasi (ANS),ziema che mostra una
grande omologia con gli enzimi F3H e FLS (flavonslatasi). L'enzima
UDP:Glucosio Flavonoide 3-O-Glucosil TransferasiF®I' o 3GT) , €
responsabile del trasferimento di una molecola Wicgsio dallUDP
glucosio, verso il gruppo -OH in posizione 3 dmifocianidina. Dato che
questo step € fondamentale affinché le antocianaus] stabilizzate,
possano accumularsi come pigmenti all'interno dacwoli, 'UFGT e
considerato un enzima indispensabile della viaibiesca che conduce alle
antocianine. Gli enzimi della via dei fenilpropagioi funzionano
probabilmente come complessi multienzimatici cheilifano il diretto
trasferimento e la canalizzazione degli intermediitdiversi siti attivi. Si
verifica quindi una competizione fra i vari branpbints all’interno di
queste vie, gli intermedi sono altamente reattipotenzialmente tossici e le
massime concentrazioni di questi intermedi sonotondlasse. Questa
organizzazione € legata alla necessita per questemetaboliche di
rispondere velocemente ai segnali esterni ed inpemcambiare le quantita
e i tipi di prodotti finali che devono essere siizizati. Gli enzimi PAL, CHI
e UFGT sono localizzati nel citosol e sono debol@essociati con il lato
citoplasmatico del reticolo endoplasmatico. Recesperimenti sembrano
indicare che ci sia una diretta associazione frarglimi CHS, CHI, F3H e
DFR, e che alcuni degli enzimi funzionerebbero dawosaggio sulle
membrane per gli altri enzimi. La destinazione léndelle antocianine e il

vacuolo o la parete cellulare; il trasporto di quesetaboliti richiede la
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presenza della glutatione-S-transferasiST) e di una pompa ATPasica

appartenente alla famiglia dei trasportatori (AB@nsporter) (Winkel-

Shirley, 2001)
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1.4.4 Induzione ambientale della sintesi delle ant@nine

Nelle cultivar pigmentate di differenti specie let@cianine possono essere
presenti transitoriamente durante lo sviluppo, fiegtandosi solo nei tessuti
giovani o0 senescenti, oppure essere permanentirdn@ossono essere
transitorie in relazione ai cambiamenti ambientakpparendo e
scomparendo in base al fotoperiodo, alla tempexatugllo stress idrico.
Uno dei fattori che maggiormente influenza la forroae di tale pigmento
e la luce, anche se, in alcuni casi, ne acceladadaadazione (Maccaroee
al., 1987). La luce attiva la trasduzione del segedlespressione dei geni
coinvolti nella loro biosintesi (Molet al, 1996). Un altro fattore che
influenza positivamente la biosintesi delle antotia € costituito dalle
basse temperature, in modo particolare I'escurdiemaica tra il giorno e la
notte. In riferimento a questo, studi dimostrane ¢& basse temperature
inducono la sintesi delle antocianine in pianteAdabidopsis (Graham,
1998; Leyveet al.,1995),Sorghum(Shichijoet al.,1993),Poncirus(Tignor

et al.,1997) eZ. Mays(Christieet al, 1994), nelle foglie dCotinus(Oren-
Shamiret al, 1997; Oren-Shamgt al., 1997b) ePinus (Krol et al., 1995),
nei ramoscelli di un anno ddiospyros (Leng et al., 1993) e in cellule
parenchimatiche dFagus sylvatica(Schmucker, 1947). Poco, invece, Si
conosce sull’accumulo e la funzione di tali pignetitinterno dei frutti. E
stato dimostrato che la temperatura di stoccaggist-gaccolta puo
influenzare i livelli di antocianine in piccoli ftti come le fragole (Kalet
al., 1999), i mirtilli (Kaltet al, 1999) e in diverse cultivar di mirtillo blu
(Connoret al.,2002). In quest’ultimo caso, e stato constatatoi @dontenuti
di antocianine in mirtilli completamente maturi (@ grado di maturita)
non cambiano significantemente quando i frutti s@oggetti da 3 a 7
settimane a basse temperature di stoccaggio dufgust-raccolta (Connor
et al., 2002). Inoltre, in base al tipo di cultivar, 'asoulo dei pigmenti
potrebbe avvenire solo in frutti con un livellordaturita compreso tra il 50-
75% (Connoet al.,2002).
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1.4.5 Importanza delle antocianine nella tolleranzallo stress

In condizioni di stress I'apparato fotosinteticoomalmente non e in grado
di utilizzare tutta I'energia derivante dalla luae:questa situazione in cui il
trasporto elettronico € rallentato, le clorofillecgate allo stato di singoletto
possono spontaneamente decadere allo stato dittoigd quindi interagire
con l'ossigeno molecolare generando specie altamesttive, denominate
ROS (Reactive Oxygen Species), in grado di pod#eerapida distruzione
dei fotosistemi. Le piante superiori hanno evolwaliversi sistemi per
garantire la dissipazione dell’energia di eccitagioquando questa diviene
eccessiva. Tra questi, le antocianine svolgonouatorchiave, in quanto
sono direttamente coinvolte nella fotoprotezionel M®84 Drumm-Herrel
(Drumm-Herrelet al, 1984) dimostro che le antocianine proteggono le
foglie dalla luce, in particolare dalla luce blu atkvata energia che
distrugge la clorofilla (Chalker-Scott, 1999); itrel questi composti UV-
assorbenti impediscono la morte cellulare protedgeii DNA dalla
dimerizzazione e dalla rottura (Dixoet al, 1995). Anche gli stress
nutrizionali si ripercuotono sul metabolismo deivibnoidi. Si e notato che
bassi livelli di fosfato, di azoto e di ferro comfamo un aumento di
antocianine nelle radici, anche se le ragioni sponoo chiare (Graham,
1991; Wojtaszelet al, 1993; Marschner, 1991). Si € constatato, inottine,
le basse temperature inducano la biosintesi dicarime inArabidopsise
si @ quindi supposto che la sintesi di questi fteoidi coinvolga geni COR
(cold-regulated), anche se temperature di freezéngloccano la produzione
(Christie et al, 1994). Quando la temperatura scende drasticament
oltrepassa il punto di congelamento, il suo effeito tessuti viene a
realizzarsi attraverso il fenomeno della transieiali fase dei fluidi; previa
rimozione delle sostanze nucleatrici, le piante nllata possibilita di
mantenere le proprie cellule non congelate in praseli temperature ben al
di sotto dello zero: il fenomeno prende il nome'slipercooling”e resta

possibile fino alla temperatura di -38,5°C, tahaite termico inferiore puo
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essere ulteriormente abbassato dalle molecole ldios@ontenute nella
matrice cellulare. Questi elementi, nonché I'esixenei tessuti di barriere
fisiche capaci di ostacolare la crescita dei diisti ghiaccio permettono
alla pianta di evitare il congelamento fino alfesto di -40°C (Pearce,
2001). L’induzione al supercooling dovuto allinorento della
concentrazione di soluti & stato riscontrato nekflule xilematiche, nei
germogli floreali dormienti e nei tessuti fogligChalker-Scott, 1992). In
questi ultimi I'accumulo delle antocianine da partielle cellule
dell'epidermide sembra diminuire il potenziale osicm e ritardare |l
congelamento tramite nucleatori di superficie, @ggendo cosi le foglie
dalle gelate tardive primaverili. Oltre ai dannusati dalla formazione dei
cristalli di ghiaccio nei tessuti delle foglie,basse temperature determinano
anche una diminuzione dei livelli di saturaziongldeacidi grassi dei lipidi
di membrana, rendendoli piu sensibili ai danni esiudagli UV, essendo
immediatamente ossidati dai radicali formati darajgi che sopravvivono
alle basse temperature. Quindi le antocianine emtlermide sono
doppiamente protettive nella prevenzione dei daanisati direttamente e
indirettamente dalle basse temperature e dagli B@ébinson, 1991).
L’'incremento della resistenza al gelo indotto osoawhente potrebbe
fornire una resistenza incrociata ad altri stresgyrattutto alla siccita, che
induce anch’essa una migrazione dellacqua detenmiio una
disidratazione ed un’eventuale lisi cellulare. A@dh questo caso quindi
piante che aumentano il contenuto di soluti (amtwicie) nei vacuoli,
diminuiscono il potenziale osmotico della fogliarpettendo alla pianta di
rimanere turgida anche in condizioni di basso potde idrico. |l
meccanismo dell'induzione da freddo delle antociane il ruolo svolto
dalla luce, non sono stati tuttavia del tutto dhiagd e stata suggerita
I'esistenza, tra i due fenomeni, di vie separasewrapposte (Chalker-Scott,
1999). L'accumulo di antocianine, quindi, nelleng@protegge la pianta dai
danni causati direttamente o indirettamente daligazioni UV, dalle basse

temperature e dalla siccita. L'incremento delleoaianine nei tessuti quali
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frutti o foglie tuttavia non pud essere sempre m@rato un fenomeno
vantaggioso per la pianta; sebbene 'aumento @allecianine in autunno e
largamente documentato e accade, in molte piampeose, con linizio
dell’'abbassamento delle temperature, diminuendcoonparendo entro la
primavera successiva, a conferma che la loro imthézprotegge la pianta
dai danni del freddo; la biosintesi delle antoamnituttavia risulta
particolarmente dispendiosa in quanto necessiféefiare modificazione
dei precursori flavononi. Allo stesso tempo, andheloro eventuale
degradazione potrebbe richiedere energia. Un afiosto potenziale
dell’accumulo delle antocianine & la loro interfeze nella fotosintesi. A
causa della capacita di assorbire luce blu eteéfletlunghezze d’onda rosse,
le antocianine presenti negli strati superiori'dpidermide o nel mesofillo
delle foglie potrebbero teoricamente competere t@nclorofilla e i
carotenoidi nella captazione della luce. A confedneio, si sono osservate
riduzioni della fotosintesi nelle varieta a foghassa diColeus(Burger et
al., 1996) e nel peperone (Bahkdral, 1991).

1.4.6 Incremento delle antocianine nelle arance fjb conservate

Nellambito dei frutti di agrume maturi le antociae sono espresse
esclusivamente nell’arancio rosso e nei suoi il@idoprattutto nella polpa e
nella buccia; la presenza di antocianine nelleiéogl nei fiori di alcuni
agrumi (limonePapedaecc.) si ha solo nella prima fase di crescita.afost
dimostrato che la temperatura di stoccaggio nelt-meolta puod
influenzare i livelli di antocianine in frutti pioti come le fragole (Kalet
al., 1999) e i mirtilli. In particolare si e visto cllecontenuto in antocianine
in mirtilli completamente con il 100% di livello dhaturita non cambia
significantemente se sono conservati a 4°C pes&tiimane, ma che invece
'aumento si ha nei frutti che hanno un livellordaturita compreso tra il
50-75% (Connoret al, 2002). Studi fatti nel 2004 nel laboratorio di
Biologia Molecolare (DACPA) della Facolta di Agrardi Catania hanno
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mostrato come le basse temperature inducano un ionaggcumulo di
antocianine nei vacuoli delle arance rosse Tarolecparticolare si € visto
che il loro contenuto in arance conservate a 4Ygivmge dopo 75 giorni
valori 8 volte piu alti rispetto a quello in arancentenute a 25°C. Inoltre,
si & osservato che l'aumento dei livelli di antooie nelle arance
conservate a 4°C é sostenuto da un concomitantegeniento
dell’'espressione dei geni codificanti per gli enzdella via biosintetica di
guesti pigmenti, sia di quelli coinvolti in faseiziale (PAL) che di quelli
che intervengono alla fine della via metabolica SSBBFR, UFGT e GST).
La real-time PCR ha mostrato, infatti, che I'espi@se dei geni coinvolti &
fortemente indotta dall’esposizione al freddo debe il livello di tutti i
trascritti aumenta di 40 volte rispetto ai campiamon sottoposti al
trattamento.Altri studi hanno dimostrato che si ha un decremella
quantita di antocianine in arance rosse mantendt&goer 45 giorni e poi
riportate a 25°C, anche se, nonostante tale dimanaz il contenuto resta
comunque superiore al controllo. Lo stesso andameét seguito
dall’espressione dei geni che decresce mantenendoginque a livelli piu
alti del controllo. Al contrario, la quantita di trascritti PAL diventa
trascurabile subito dopo il passaggio da 4°C a 2%f@@sto indica che
“early” geni e “late” geni, rispettivamente cointiahel primo e nell’ultimo
step della biosintesi delle antocianine, potreblemsere soggetti a differenti
meccanismi di regolazione (Lo Piert al, 2005). L'induzione della
produzione di antocianine con la frigoconservaziénan risultato molto
importante, considerato che le arance possonoesseaservate per lunghi
periodi senza che ci sia alterazione sensorialefrdéb. Infatti, solo una
conservazione per periodi superiori a tre mesi artapga non edibilita del
frutto in seguito alla formazione di composti maemnti come |l
viniliguaiacolo e il vinilfenolo (Lo Piercet al, 2005). Essendo quindi il
contenuto in antocianine un vero marker di quatiga tutti i vantaggi

discussi in precedenza, questi risultati sono a@inde interesse.
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1.5 CONSIDERAZIONI PRELIMINARI E SCOPO DEL LAVORO

Un'intensa attivita di ricerca condotta negli uitiamni ha messo in luce
come le basse temperature inneschino nelle piantdiamenti metabolici e
di espressione genica e comeald stresdnfluisca anche sull’'accumulo di
antocianine nella radice, nelle gemme e nel tedsgliare. La temperatura
e quindi uno dei principali fattori esterni chelighzano I'accumulo di
antocianine nei tessuti delle piante: le basse ¢eatpre in genere
aumentano la loro concentrazione, mentre le elevateperature la
diminuiscono. Kliewer ha dimostrato che temperatdi@ne superiori a
30°C e notturne superiori a 35°C annullano la bbitesi delle antocianine e
ha constatato che il range ottimale di tempergterda loro sintesi e trai 17
e i 26°C (Klieweret al, 1972). Diversi lavori hanno mostrato che in alcu
sistemi di piante, le basse temperature hannordetato un incremento del
livello di trascrizione di geni i cui prodotti somzimi chiave del percorso
generale biosintetico dei fenil-propanoidi, comefdailalanina ammonia
liasi (PAL), o geni i cui prodotti catalizzano réaa coinvolte nella
biosintesi dei flavonoidi ed antocianine, come ddcane sintasi (CHS), la
calcone isomerasi (CHI) e la deidro flavonol ridstt(DFR) (Shvartet al,
1997). Tuttavia, le temperature possono influenpame solo la sintesi, ma
anche la stabilita delle antocianine. Percio, lamiduzione della
concentrazione di tali pigmenti ad elevate tempeeatdeve essere
ricondotta sia ad un decremento nella sintesi, atheun aumento nella
degradazione (Shaked-Sachray al, 2002; Oren-Shamiet al, 2003).
Inoltre gli sbalzi termici tra il giorno e la notthurante la fase di accumulo
favoriscono la sintesi di tali pigmenti. La regaotare della biosintesi delle
antocianine e stata particolarmente studiata inerdey piante, come
Arabidopsise mais e su alberi come la vite, il melo e i riftma non
approfonditamente nelle aran¢€itrus sinensis Lo Pieroet al (2005)
hanno dimostrato che il contenuto di antocianin&rnmlpa di arance rosse

aumenta sensibilmente durante un lungo periodmusa@rvazione a 4°C e
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che questo incremento e associato allinduzion&dedscrizione dei geni
coinvolti nella loro sintesi (fig. 25 e fig. 26): diidroflavonolo 4-reduttasi
(DFR), l'antocianidina sintasi (ANS), I'UDP glucasflavonoide 3-O-
glucosiltrasferasi (UFGT) e la glutatione trans$er@&ST). Cotroneet al
(2006) hanno invece verificato il livello di espseEme mediante Real-time
PCR e i risultati mostrano che i relativi trascrétbno espressi nelle arance
rosse e sottoespressi nelle varieta bionde.

Alla luce dei risultati ottenuti da studi fatti degltimi anni su arance
pigmentate, lo scopo di questa tesi di dottorasta& quello di confermare
che il cold stressinduce un aumento del contenuto di antocianine e d
valutare come le basse temperature influiscondivallo di espressione dei
geni codificanti per gli enzimi della via biosintzat dei flavonoidi in arance
Tarocco cultivar Sciara sia considerando i cambrdangenerati da un lungo
periodo di esposizione a freddo (77 giorni) siauteatdo la variazione del

livello di espressione dei geni codificanti gli aciani nel breve periodo (15

giorni).
Soe
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Figura 25— Accumulo di antocianine nei vacuoli di arances®slurante I'esposizione a
basse temperature.
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Figura 26— Espressione dei geni coinvolti nella sintesi@ealhtocianine durante il periodo
di osservazione. Nell'ordine: PAL, CHS, DFR e UFGT.

Si é proceduto misurando il contenuto di antocianmarance conservate a
4°C e a 25°C e al fine di approfondire le conoseesin geni che regolano
la sintesi dei flavonoidi; é stata costruita urdria sottrattiva da cDNA a
partire da RNA totale che ci ha permesso di ideatié trascritti
differenziali presenti nella polpa frigoconservaispetto a quelli di una
stessa cultivar conservata a temperatura ambikrfitge tramite Real-Time

PCR e stata valutata I'espressione dei geni cdinvalla sintesi dei
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flavonoidi, valutando come le basse temperaturéndecano un aumento
rispetto al campione controllo (25°C) sia nel lurgje nel breve periodo.
Accanto all'analisi della risposta generale allesdea temperature, si
focalizzera I'attenzione sul ruolo, ancora non bagfinito, dell’acido
abscissico nella trasduzione del segnale di stlesbasse temperature e
nella diversa concentrazione dellormone durantefals di stoccaggio.
L’analisi della variazione di ABA nelle varie partella pianta, con
particolare riferimento al frutto, €& indispensabilger comprendere
esattamente i meccanismi di accumulo dell'ormone eséntualmente
rilevare processi di catabolismo e coniugazioni chergano in
considerazione mette in atto durante l'acquisiziode tolleranza.
L’identificazione e Iisolamento di genistress responsivesono da
considerarsi delle tappe indispensabili per il migimento della tolleranza
allo stress da parte delle piante; infatti, esgpprasentano una fonte
preziosissima di tratti genici favorevoli per lastituzione di organisnuis-

o trans-genici con una piu elevata tolleranza se non dtldiai resistenza
allo stress abiotico. Questo approccio al problesnacostituire nuovo
germoplasma € certamente meimoe consuminglel tradizionaleéoreeding
particolarmente in specie arboree, costituite dantpi molto grandi con
lunghi periodi giovanili e da elevata eterozigosi.
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CAPITOLO 2
MATERIALI E METODI
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2.1 PIANO SPERIMENTALE

Le analisi di laboratorio sono state effettuateampioni di arance Tarocco
raccolte presso I'Azienda Agricola sperimentalecontrada Palazzelli di
Scordia (CT) dell”Istituto Sperimentale per I’Agnicoltura” di Acireale
appartenenti alla cultivar Sciara Nucellara C11B2conferimento delle
arance in laboratorio € avvenuto in due date: ig&Bnaio 2008 a seguito
della quale si € proceduto ad analizzare i frdtiyn periodo di circa 3 mesi
e il 19/01/2010 per analizzare le arance nel bperedo e specificatamente
per 15 giorni. Una volta accertata la qualita deitf (assenza di marciumi,
muffe e lesioni), questi sono stati lavati, sciatguon acqua distillata,
asciugati e conservati a temperatura ambiente tattaotte. Il giorno
seguente si & proceduto con il prelievo della paflhaalcune arance
rappresentante il tempo 0, mentre le restanti staie divise in due gruppi.
Un gruppo € stato conservato al buio a 25°C, mdialteo gruppo € stato
posto in camera fredda a 4°C. | prelievi della poono stati differenti a
seconda dell’esperimento: ogni tre settimane cgsoao stati effettuati i
prelievi della polpa conservata nelle due diversendzioni per
I'esperimento di lunga durata (77 giorni), ogni idrgi per I'esperimento
nel breve periodo (15 giorni) (tab. 2) (tab. 3).

Sciara Sciara

Prelievi Data 4°C e

Tempo O | 18/01/08 3 Arance 3 Arance
| Prel. 07/02/08 6 Arance 6 Arance:
Il Prel. 27/02/08 6 Arance 6 Arance:
[l Prel. 18/03/08 6 Arance 6 Arance

IV Prel. 04/04/08 3 Arance 3 Arance:

Tabella 2- Andamento sperimentale dei prelievi per il lungiodo.
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Sciara Sciara

Prelievi Data 4°C 250C
Tempo O | 20/01/10 3 Arance 3 Arance
| Prel. 23/01/10 6 Arance 6 Arance
Il Prel. 26/01/10 6 Arance 6 Arance
1l Prel. 29/01/10 6 Arance 6 Arance
IV Prel. | 01/02/10 3 Arance 3 Arance
V Prel. | 04/02/10 3 Arance 3 Arance

Tabella 3- Andamento sperimentale dei prelievi per il brpeeiodo.

2.2PRELIEVO DELLA POLPA

Data l'instabilita del’lRNA che risulta facilmentgegradabile dalle RNA-
asi, enzimi presenti a varie concentrazioni a¥mb di alcuni tipi di cellule
e sulle dita, per analizzare 'RNA estratto dakdpa di arancia € necessario
isolarlo e purificarlo. Quindi, oltre all’utilizzadi reagenti in grado di
denaturare le RNA-asi, € necessario utilizzare sergpanti puliti durante
tutte le fasi che riguardano l'estrazione dellRNAutta l'utensileria
utilizzata per campionare la polpa dalle arancéata pertanto trattata con
DEPC (dietilpirocarbonato), un agente alchilante ltsmoreattivo e
cancerogeno che inibisce I'azione delle RNA-asttiTgli utensili utilizzati
durante la manipolazione di questo acido sono dtattati con una
soluzione di acqua distillata allo 0.1% di DEPC renight. Al termine del
trattamento, tutta l'attrezzatura trattata deveemssutoclavata al fine di
inattivare il DEPC. Il prelievo della polpa di emtnbe le cultivar avviene
dapprima con I'eliminazione dell’epicarpo inciden¢ buccia con uno
scalpel-blade DEPC treated (trattato in DEPC e esstgamente

autoclavato). Il frutto & stato poi separato ircepi con l'ausilio del blade e
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la polpa, tagliata in piccoli pezzi, viene raccdtdistribuita in falcon sterili.
Le falcon sono state riempite con differenti quiatitri di polpa: 0,5 g di
polpa necessari per la successiva estrazione di &HA di polpa necessari
per la determinazione delle antocianine. Questocqaionento € stato
eseguito per ogni prelievo riguardante sia I'espernito del lungo periodo si
per quello del breve periodo. Le falcon sono stpte etichettate e

conservate a -80°C.

2.3 DETERMINAZIONE DELLE ANTOCIANINE

Le antocianine presenti nella polpa di arancia stmocianidina-3-O-
glucoside, la cianidina-3,5-diglucoside, la peomadb-glucoside, la
delfinidina-3-glucoside e la petunidina-3-glucoside

La cianidina-3-O-glucoside e la piu abbondante stitosce circa il 97%
delle antocianine totali, per tale ragione un swsaggio colorimetrico
rappresenta una stima abbastanza accurata dellgamhe totali.

Le soluzioni di antocianine presentano colori cligexdono direttamente
dal pH. Le soluzioni acide contenenti queste sastaono di color rosso e
si decolorano man mano che il pH aumenta. La massi@colorazione si
osserva per valori di pH 4,5. Il colore varia dahlwa al blu, per pH
maggiori di 4,5. Il colore giallo appare successieate in mezzo neutro o
alcalino. Brouillardet al hanno mostrato che questi colori sono la ristdtan
degli equilibri fra quattro gruppi di strutture:

1. il catione flavilio, di color rosso, possiede deficit elettronico. In base
alla posizione che assume la carica (+) sono ptsilormule;

2. la base chinonica, di colore blu, presenta umazibne chetonica
aromatica, formata a partire dagli OH fenolici. 8quossibili tre formule
limiti che derivano dai cationi flavilio corrispoaedti e non sono in
equilibrio di mesomeria;

3. il carbinolo incolore pud essere caratterizziauna funzione alcolica

nella posizione due (AOHt

69



4. i calconi di colore giallo molto pallido, che rd@no dalle strutture
precedenti, dopo apertura dell’eterociclo, posspresentare la funzione
chetonica in posizione due e possono esistere datoformecis e trans
(Brouillard et al, 1978).

Tali proprieta vengono sfruttate per dosare spetimnetricamente il
contenuto di antocianine totali in due estrattiaxxj di polpa di arancia
rossa, uno a pH = 1,0 e l'altro a pH = 4,5, misdome |'assorbanza a 510
nm. La differenza tra le assorbanze registrateendlie soluzioni risulta,
infatti, proporzionale al contenuto in antociande campione.

Questa tecnica di determinazione sfrutta la leggeathbert-Beer secondo

la quale:

Abs=¢L C dacui C=Abs/ElL)

* Abs = Assorbanza

« g = coefficiente di estinzione molare della cian&B+O-glucoside
(26900)

e L =cammino ottico (1 cm)

« C =concentrazione

Il protocollo per la determinazione delle antocmmniprevede una fase di
estrazione della cianidina seguita dal dosaggiorguektrico.

In un mortaio vengono polverizzati 2g di polpa @mwata a -80°C,
utilizzando azoto liquido (- 196°C). Si procedege$o un’aliquota di 1 g in
una eppendorf da 2 ml ed aggiungendo 1 ml di abgistillata. Dopo aver
vortexato per circa 15 minuti, si centrifuga a 18BPM per 20 minuti e si
trasferisce il surnatante contenente le antocianoh®file in nuove
eppendorf da 1,5 ml.

Si divide il surnatante in 2 eppendorf sterili da @l contenenti 25Qu di
due tamponi a diverso pH (pH = 1 e pH = 4,5) prappq@recedentemente,

come segue:
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e AXTAMPONE,pH=1
- 5,96 g di KCl in 100ml di acqua (soluzione A)
- 6,8 g di HCl al 37% in 100 ml di acqua (soluzid)e
Il tampone a pH = 1 e costituito da 25 ml di A engl7di B.

* AXTAMPONE, pH=4,5
- 6,56 g di CHCOONa-HCl in 100 ml acqua, pH = 4,5.

Alle due eppendorf contenenti i tamponi si aggiungequantitativo totale
di surnatante e di acqua bidistillata pari a ib0La proporzione tra acqua
bidistillata e antocianine dipende dal grado docatione del surnatante. Si
preparano due bianchi costituiti da 289ai ciascun tampone e da 7pDdi
acqua bidistillata e si procede con le letture alpettrofotomentro delle
assorbanza a 510 nm (massima assorbanza delleiammeg. Si puod
effettuare anche una lettura a 700 nm per evidemzia'eventuale torbidita
del campione (assorbimento delle impurita).

L’assorbanza del campione € stata calcolata sedarfdamula:

A Abs = AbsapH=1,0-AbsapH=4,5(a510 nm)

Nel caso in cui il campione presenti torpidita:

A Abs = (Ab$10 nm— AbSoo nm) PH1,0 — (AbS10 nni— AbS700 nm) PH 4,5

A Abs = Abs pH 1,0 — Abs pH 4,5

La % in peso (% w/w) delle antocianine monomericied campione

originale e stata calcolata applicando la seguenteula:

% (W /W) =4Abs /& - L) - Mw - DF - (V /)
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Dove:
*  AAbs = AbSH=1 — AbSpH=45
» ¢ = coeff. d’estinzione molare della C3G = 26.900
e L(cammino ottico) =1 cm
* Mw =P.M. della C3G =449,2
* DF = fattore di diluizione (100Qd Volume Tot. / 10Qd Volume
Surnatante)
* W= peso iniziale della polveia mg

¢ V =volume finale in ml

A questo punto i dati si riportano in un graficedappresenta la quantita di
antocianine (mg/100g) in funzione del tempo (giprm tal modo si valuta
il loro andamento alle diverse temperature (4°G¥C2 durante il periodo

d’'osservazione.

2.4ESTRAZIONE, QUANTIFICAZIONE E CONCENTRAZIONE
DELL'RNA

2.4.1 Estrazione del’RNA totale

L’estrazione dellRNA totale dalla polpa viene esigg utilizzando il
reagente Trizol (Invitrogen), una soluzione moncfasdi fenolo e
guanidina isotiocianato che mantiene integro I'RNentre distrugge le
cellule e dissolve i componenti cellulari. L’isolanto del RNA totale
prevede una fase di omogeneizzazione del campiseguita dalla
separazione di fase, dall'estrazione del’lRNA eldaaggio.

Omogeneizzazione

Ad 1 grammo di campione si aggiungono 10 ml di dlrie 2500ug di
glicogeno e si utilizza il frantumatore cinematiaovelocita media per

disgregare il tessuto fino a che non sono piu Wisilgrossi frammenti.

72



Questa operazione viene condotta mantenendo il icampn ghiaccio al
fine di evitare la degradazione dell'acido nucleicche risulta
particolarmente delicato. In seguito allomogenazane segue una breve
centrifuga a 4000 RPM per 10 minuti per rimuoverateriale insolubile
(membrane extracellulari, polisaccaridi e molecdieDNA ad alto peso
molecolare). Il sovranatante e poi trasferito ieda trattate ed incubato per
5 minuti a temperatura ambiente (20-25°C) per p#are la completa
dissociazione dei complessi nucleo-proteici.

Separazione di fase

Per ogni ml di Trizol si aggiungono 0.2 ml di clewomio. Si agita
vigorosamente per circa 15 secondi, si incuba gé¢eatura ambiente per 3
minuti e si trasferisce il contenuto in corex DE®€ated e si centrifuga a
11500 RPM per 15 min a 4°C. La centrifugazione meitga la formazione
di tre fasi: una fase superiore acquosa content&, RNa fase intermedia di
colore bianco contenente DNA, una fase inferioraolecloroformica
contenente polisaccaridi, proteine, polifenoli, etc

Il surnatante contenente 'RNA viene recuperat@easato in un‘altra corex
RNA-asi free.

Precipitazione del’RNA

L’RNA viene precipitato dalla fase acquosa superiaggiungendo 0.5 mi
di isopropanolo per ogni millilitro iniziale di rgante Trizol. Si incubano i
campioni a temperatura ambiente per 10 min e sriegano a 11500 RPM
per 10 min a 4°C. L'RNA precipita sotto forma di pellet gelatinoso.
Lavaqggio del’lRNA

Dopo aver rimosso il surnatante, il pellet di RNi&ne lavato con 10 ml di

etanolo al 75%. Una volta aggiunto l'etanolo, sitagl campione e si
centrifuga a 9500 RPM per 5 minuti a 4°C. Si rimeidetanolo e si lascia
asciugare il pellet per 5-10 minuti. Infine I'RNAewe risospeso con 9Q0
di H,O-DEPC treated e conservato a -80°C.
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2.4.2 Quantificazione del’lRNA

L’'RNA estratto viene analizzato allo spettrofotoroeper determinarne la
concentrazione ed evidenziare eventuali contanonazia fenolo o da
proteine. Un'ulteriore quantificazione viene fattmediante lettura
fluorimetrica.

OQuantificazione allo spettrofotometro

La lettura spettrofotometrica viene eseguita su Ris&katto diluito 1:20 in
H,O-DEPC treated. Per calibrare lo strumento si msaswoluzione standard
di riferimento di HO-DEPC treated. Un’aliquota di RNA diluito viene
caricata in una cuvetta di quarzo con un cammitiocotli 1 cm, che e stata
trattata per circa un’ora con una soluzione di WELOH nel rapporto 1:1 e
sciacquata con #-DEPC treated. Dallo strumento si ottengono i nvalo
assorbanza a 260 nm (lunghezza d’onda specificéigoéiio nucleico) e a
280 nm (lunghezza d’'onda delle proteine). Il rappdra le assorbanz&
260 A 280 e necessario per conoscere il grado di purded&®NA (un
rapporto compreso tra 1,9 e 2 e indice di un’otti;maificazione). La
quantita di RNA contenuto puo essere stimata cenaidio che 1 unita di
assorbanza a 260 nm corrisponde ag@i RNA, quindi si puo risalire alla
concentrazione di RNAug/ml) mediante la formula:

40 (ug/ml) x Abs 260 x FD

Dove

Abs 260 = assorbanza del campione a 260 nm

FD = fattore di diluizione.

| ug di RNA totale si ottengono attraverso la propame:

ng RNA: 1000ul = ng RNA totale: nl RNA estratto

Quantificazione al fluorimetro

La quantificazione al fluorimetro viene fatta cdmnmetodo“Quant-iT RNA
Assay” Molecular Probey uno dei piu sensibili sistemi di determinazione
delle quantita di RNA in piccoli volumi. Lo strumien rileva una

fluorescenza che €& proporzionale al contenuto mioanucleico presente
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nella cuvetta, grazie alla presenza in soluzionendcolorante fluorescente
specifico per RNA.
Il kit & composto da:
» 8 soluzioni standard aventi concentrazioni rispattiente di 0O, 5,
10, 20, 40, 60, 80 e 100 mfy/necessari per la costruzione di una
curva di taratura che rappresenta la variazione \ddbre di
assorbanza in funzione della concentrazione di RigAmMI);
* una soluzione B ed una soluzione A (fluoroforo) rdescelare in
rapporto 1:200 per la formazione della master.
Il quantitativo di master da aggiungere alla saoei standard (10l) ed ai
campioni (10ul diluizione 1:10) é di 40Q.
Il fluorimetro e impostato con lunghezza d’ondacdieazione di 630 nm e
lunghezza d’onda d’emissione di 680 nm.
Dopo aver letto i valori di assorbanza di ciascsoéuzione standard a
concentrazioni crescenti e aver costruito la caliviaratura con un range di
sensibilita da 0 a 100 ng, si procede con la lettell'assorbanza dei
campioni. | valori registrati di fluorescenza cirpettono di stimare la
concentrazione di RNA (ngl) di ciascun campione utilizzando la curva di
taratura costruita:
FI=k C + b;
C (ug/ml) = (FI — b)/k;
C.eff. (ngtl) = Conc. {ug / mh* ul RNA * FD
dove:
« C. eff.: concentrazione effettiva (n)/
e Conc.: concentrazione jg/ml
e ul RNA: volume di RNA)

. FD: fattore di diluizione

Affinché la concentrazione dellRNA stimata si asimi a quella reale é
necessario che il valore df Ba prossimo all’unita.
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2.4.3 Analisi elettroforetica del’RNA totale

La qualita dellRNA totale estratto viene inoltre aggiata
elettroforeticamente. L'analisi del’lRNA totale eito € avvenuta tramite
separazione su gel di agarosio in MOPS 10 X (2,5fdrasio, 20 mM
MOPS 10X (pH=7), 6% w/v formaldeide, 1 mM EDTA).

La preparazione dei campioni e stata effettuatzando:

1,5ug di RNA Totale

1: 10 di volume di MOPS 10X

3: 10 di volume di gel Loading Buffer (50% glicempD,25% Xilen Cianolo,
0,25% Blu di Bromofenolo, 10 mM EDTA pH=8)

In seguito al miscelamento i campioni vengono imtula 70°C per 10
minuti ed infine caricati su gel. Il gel e statotteposto prima ad una
precorsa a vuoto per 5 minuti e successivamenteadtamento dei
campioni ad una corrente di 100 V per circa 3 nnena soluzione di MOPS
1X a pH=7 (20 mM MOPS pH=7, 1 M sodio acetato, ¥ DTA 0,5M
pH=8). In ogni gel sono stati caricati un “DNA Ladd1Kb plus”
(Invitrogen) ed un “0,5-10 Kb RNA Ladder” (Invitreg) composti da
diverse miscele di bande a lunghezza nota (figdaia cui migrazione sara
possibile risalire alla lunghezza d'onda delle mardi RNA totale. La
purezza del campione viene confermata dalla cdestagoretica in quanto

I’'RNA totale presenta solo due bande ben visibiiS e 28S.

Figura 27- Tipica migrazione di 0,5-10 RNA Ladder (sx) e DNwlder 1Kb plus (dx)
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Dopo la corsa il gel viene immerso in una soluziaieEtidio Bromuro
(1ug/ml), subendo cosi un processo di colorazion@seidto in agitazione
ad una velocita di circa 40 RPM overnight. Il gierauccessivo quindi &

possibile fotografare il gel con l'ausilio di uratisilluminatore a raggi UV.

2.4.4 Concentrazione del’RNA

Al fine di aumentare la conservabilita del’lRNA ate estratto si procede
con la precipitazione in pellet dellacido nucleicdi aggiunge 1/10 del
volume di 3M CHCOONa" (pH 5,2) e 2,5 volumi di etanolo freddo al
95%. | campioni vengono incubati a -20°C per cBOGaminuti e in seguito
centrifugati a 13000 RPM per 10 minuti alla tempata di 4°C. Si elimina
il surnatante e si lascia asciugare air-dry perack minuti consentendo la
completa evaporazione dell’etanolo. L'acido nuaesosi concentrato viene

conservato a -80°C.

2.5 CONVERSIONE DI RNA TOTALE IN mRNA CON *“Oligotex
MRNA Batch Protocol”

L’ “Oligotex mRNA Batch Protocol” (Qiagen) permettésolamento di
poly A* mRNA da RNA totale. La procedura per lisolamergola
purificazione di poly A mRNA é resa possibile dal fatto che molti mMRNA
eucariotici posseggono una coda di poly-A di 20-a8@nosine. Di contro,
rRNA e tRNA (che compongono per circa il 95% I'RNi#tale della cellula)
non sono poliadenilate. La coda di poly-A quindomssere sfruttata per la
separazione e l'isolamento selettivo di mMRNA (cheronta a circa 1-5%
del’lRNA totale). PolyR mRNA pud essere purificato grazie
all'ibridizzazione della coda poly-A con un oligoroedT legato ad una
matrice a fase solida. Le specie rRNA e tRNA, noesgdendo la coda di

poly-A, non si legano all'oligo-dT e possono quingsere facilmente

77



rimossi. Dato che I'ibridizzazione richiede una dimione iniziale di alta
concentrazione salina, il poly "AmRNA pu® essere poi eluito grazie
all'abbassamento della forza ionica (riducendo clasitensione dello
scheletro fosforico) e dalla destabilizzazione'deitlo dT: A.

L’RNA totale di partenza viene prima quantificater gtabilire le quantita di

soluzioni da utilizzare (tab. 4)

Total RNA Add RNase- Buffer Oligotex Prep
free waterto: | OBB (ul) | Suspension gl) size

<0,25mg 250l 250 15 Mini
0,25-0,50 mg 500ul 500 30 Midi
0,50-0,75 mg 500l 500 45 Midi
0,75-1,00 mg 500l 500 55 Midi
1,0-1,5mg 650l 650 85 Maxi
1,5-2,0 mg 650l 650 115 Maxi
2,0-2,5 mg 650ul 650 135 Maxi
2,5-3,0 mg 650ul 650 175 Maxi

Tabella 4-Protocollo per “Oligotex mRNA Batch”.

Al campione di RNA totale vengono aggiunte le appiaie quantita di
Buffer OBB (20 mM Tris-Cl, pH= 7,5; 1 M NaCl; 2 mMDTA; 0,2%
SDS) ed Oligotex Suspension [10% (w/v) Tris-Cl, gt 500 mM NacCl;
1 mM EDTA,; 0,1% SDS; 0,1% NaN

Successivamente il campione viene incubato prinra3peninuti a 70°C
(questo passaggio permette la denaturazione daildtusa secondaria
del’RNA), e poi a 25°C per 10 minuti (permetterasi I'ibridizzazione tra
I'Oligo dT3p dell’Oligotex Suspension e la coda di poly-A d@NA). In
seguito all'incubazione il campione viene centrdtgga 13000 RPM per 2
minuti ed il sovranatante viene rimosso. Il peéigboi risospeso in 1 ml di
Buffer OW2 (10 mM Tris-Cl pH=7,5; 150 mM NaCl; 1 mEDTA) e
nuovamente centrifugato a 13000 RPM per 2 minuivaggio della resina
deve poi essere ripetuto una seconda volta con letenpmozione del

surnatante. L'estrazione del’'mRNa viene eseguwtal@aggiunta di 3Qul di
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Buffer OEB (5 mM Tris-Cl pH= 7,5) preriscaldato 8°C. Il pellet viene
risospeso e centrifugato alla massima velocita2peninuti. || sovranatante
contenente il Poly A mRNA deve essere poi trasferito in un’eppendorf
pulita. Per assicurarsi di estrarre completamenioly A* mRNA dalla
resina si esegue un'ulteriore eluizione aggiunge3@pl di buffer OEB ad
“Oligotex Suspension”. In seguito alla centrifugam il sovranatante viene

poi riunito.

2.6 SINTESI DEL cDNA
2.6.1 Trasformazione del’'mRNA in cDNA tramite “SuperScript™ I
Two-Step gRT-PCR Kit”.

Il kit SuperScript" I1ll Two-Step qRT-PCR rappresenta un sistema Real-
Time quantitativo RT-PCR (gRT-PCR) che permettesemplice, sensibile
e riproducibile rilevamento e quantificazione deMA. Il protocollo
prevede I'utilizzo di (quantitativi per reazioni):

- 10 pl RT Reaction Mix (SuperScript Il RT e RNaseOUT

Recombinant Ribonuclease inhibitor).

- ul RT Enzyme mix (oligo(dTh, 10 mM MgCh e dNTPmix

- 1 ug mRNA

- H,O DEPC TREATED fino ad un volume di 20
La miscela viene pipettata ed incubata a 25°C Penihuti ed in seguito a
42°C per 50 minuti.
La reazione viene terminata portando i campionb&C8per 5 minuti ed
infine ponendo gli stessi in ghiaccio
Si aggiunge 1l (2U) di E. coliRNase H e siincuba a 37°C per 20 minuti.
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2.6.2 Sintesi del cDNA tramite “Super SMARTY PCR cDNA Synthesis
Kit”

L'RNA totale estratto dalla polpa e stato utilizzatome base per
sintetizzare cDNA, un filamento complementare risp@ quello di DNA
originario dal quale & derivato 'RNA estratto. lpgoduzione di DNA
complementare € avvenuta utilizzando il metodo B MART cDNA
Synthesis, un nuovo metodo sfruttato per la capatiijpprodurre cDNA di
alta qualita a partire a RNA totale in quantital’'nedine dei nhanogrammi.
Un primer modificato oligo(dT) (3’'SMART CDS PrimelA) innesca la
reazione di First-Strand. Quando RT raggiunge régsita 5 del’'mRNA,
I'attivita trasferasica dell’enzima permette I'aggia di alcuni nucleotidi,
principalmente deossicitidine, all'estremita 3' deDNA. Lo SMART
Oligonucleotidé", che possiede una sequenza Oligo(G) all’estre®jtai
appaia alla sequenza di deossicitine creando aosallungamento dello
stampo. Il risultante cDNA a singola catena comiesia la sequenza
terminale in 5 completa dellmRNA sia le sequenzhe sono
complementari allo SMART Oligonucleotide. Le seqgeeiSMART e Poly
A servono quindi come siti universali di primingrd&amplificazione del
cDNA. Un controllo “Human skeletal muscle poly” Alpg/ul)” viene
inoltre saggiato per evidenziare eventuali anomdli@nte la procedura. Il
controllo viene sottoposto agli stessi trattamdaticampioni.

Il protocollo prevede le seguenti fasi:

» Sintesi della prima catena di cDNA

» Purificazione del cDNA

* Amplificazione del cDNA con LD PCR
» Purificazione del cDNA

» Digestione del cDNA con Rsal

» Purificazione del cDNA digerito
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Sintesi della prima catena di cDNA

Per ogni campione si prepara la seguente reazione:
1 pug di RNA totale

7 ul 3SMART CDS Primer Il A (12M)

7 ul SMART Il A Oligonucleotide (12u:M)

H,O DEPC TREATED fino ad un volume di @d

| campioni vengono poi incubati in un Termociclat@ 65°C per 2 minuti
in seguito la temperatura viene ridotta a 42°C.

Ad ogni reazione vengono aggiunti gdella seguente miscela:

20 pl 5X First-Strand Buffer (250 mM Tris-HCI pH=8.373 mM KCI; 30
mM MgCl,)

2ul DTT (100 mMm)

10l 50X dNTP (10 mM)

2,5ul RNase Inhibitor (40 Ufl) + 2,5ul H,O DEPC TREATED

1 yl MMLV Reverse Trascriptase (200 J) + 4 ul H,O DEPC TREATED

| campioni vengono quindi incubati a 42°C in termstatore per 90 minuti.
Alla fine dell'incubazione si aggiungonou2 di 0,5M EDTA per bloccare la

reazione.

Purificazione cDNA

Il cDNA cosi ottenuto deve essere isolato da nuiclenon incorporati e da
piccoli frammenti di cDNA (< 0,1 kb) utilizzandonhetodo di purificazione
“NucleoSpin Extract II” (Clontech).

Ogni campione viene miscelato con illAi Buffer NT. La miscela viene
poi caricata nella colonna NucleoSpin Extract & dubisce un processo di
centrifuga a 14000 RPM per 1 minuto. L'eluato ertsda e la resina della
colonna viene lavata addizionando 6Q0 di Wash Buffer NT3 con
successiva centrifugazione. L’eluizione del cDNAviame mediante
I'aggiunta di 50ul di acqua PCR Grade, la colonnina viene primahbata
per 2 minuti in condizioni aerobie ed infine cefugata a 14000 RPM per 2
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minuti. L'eluizione e poi ripetuta aggiungendo gbdi acqua PCR Grade

ottenendo un volume finale di §&

Amplificazione ed Ottimizzazione del cDNA

L’amplificazione del cDNA ha lo scopo di produrrefficiente cDNA da
destinare alla procedura di Sottrazione Selettheadi solito necessita circa
2 ug di cDNA Driver.

80 ul di campione vengono miscelati con 28@i una Master composta da:
172l di acqua PCR Grade

30 ul di 10X Advantage 2 PCR Buffer (40 mM Tricine-KOpH=8,7; 15
mM KOAc; 3,5 mM Mg(OAc); 3,75 ug/ml BSA; 0,005% Tween 20;
0,005% Nonidet-P40)

6 ul 50X dNTP (10 mM)

6 ul 5 PCR Primer Il a (121M)

6 ul 50X Advantage 2 Polymerase Mix (1% Glicerolo; @3/ Tris-HCI
pH=8: 1,5 mM KCI; 1uM EDTA)

La miscela di volume finale di 3Qd viene suddivisa in 3 tubi chiamati A,
B e C di 10Qul ciascuno.

Si coprono i campioni con una goccia di olio mihergper evitare

I'evaporazione e si pongono in un termociclatole s¢guenti condizioni:

95°C per 1 minuto
95°C per 5 secon
65°C per 5 secondf X 15 CICLI
68°C per 6 minuti

Alla fine dei primi 15 cicli vengono prelevati 30 di campione dal tubo C e
trasferiti un una eppendorf che verra denominatdtirf@zazione”. |
campioni A, B e i 7Qul di campione del tubo C vengono, invece, conservat
a4°C.
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Dal tubo “Ottimizzazione” si prelevano |8 che serviranno per un’analisi

elettroforetica, mentre i restanti Abvengono sottoposti ad ulteriori 3 cicli.

Dal tubo “Ottimizzazione”, che ha subito 18 ciclengono prelevati %

per analisi elettroforetica ed i restanti i d0vzengono sottoposti ad ulteriori 3

cicli. Il procedimento procede fino a che il tub@ttimizzazione” subisce 30

cicli totali (fig. 28).

300 pl di prodotto di PCR |

Tubo “A”

15 cicli di PCR

v

Conservazione a 4°C

Eseguire i cicli di PCR per raggiungere il numero ttimale

AN

[

100 pl W

Tubo “B” Tubo “C”

15 cicli di PCR
N
[f' 8y [ )

Tubo “Ottimizzazione”

15 cicli di PCR

Tubo "‘Sperimentale"

' l

Conservazione a 4°C Conservazione a 4°C

Sottrarre 5 pl

3cicli PCR (18)
Sottrarre 5 pl
¢3cic|i PCR (21)
Sottrarre 5 pl

¢3cicli PCR (24)

Sottrarre 5 pl
¢3cic|i PCR (27)
Sottrarre 5 pl
¢3cic|i PCR (30)
Sottrarre 5 pl
ELETTROFORESI

-

e Determinare il numero
ottimale di cicli di PCR

* Combinare ed utilizzare per la
Digestione e per la Purificazion

Figura 28— Schema di ottimizzazione dei cicli di PCR
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Le aliguote da 5ul conservate vengono poi sottoposte ad analisi

elettroforetica in gel all'1,2% di agarosio in 1)BE Buffer (fig. 29).

SCIARA 4°C  SCIARA 25°C

Figura 29 - Prodotti di PCR | che hanno subito 15, 21, 24230 cicli.

Pozzetto 2 = S 4°C 15 cicli
Pozzetto 3 =S 4°C 18 cicli
Pozzetto 4 = S 4°C 21 cicli
Pozzetto 5 = S 4°C 24 cicli
Pozzetto 6 = S 4°C 27 cicli
Pozzetto 7 = S 4°C 30 cicli

Pozzetto 8 = S 25°C 15 cicli
Pozzetto 9 = S 25°C 18 cicli
Pozzetto 10 = S 25°C 21 cicli
Pozzetto 11 = S 25°C 24 cicli
Pozzetto 12 = S 25°C 27 cicli

In base ad i risultati ottenuti si @ deciso di &éfare un numero di cicli

totale di 21 per i campioni Tarocco Sciara 4°C éQR89nfine sono stati

aggiunti 2ul di EDTA a ciascun campione per bloccare la reazio

Purificazione del cDNA

| campioni A, B ed i 7Qul del tubo C vengono riuniti in un’unica eppendorf

raggiungendo un volume finale di 230 Vengono prelevati 7l di ogni

campione per una analisi elettroforetica rappresegntii Campione A

(campione ottimizzato). Ad ogni campione viene agtp un egual volume

di Fenolo:Cloroformio:Alcol Isoamilico (25:24:1). $uccessivi steps di
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miscelamento e centrifugazione a 14000 RPM per ititmpermettono la
separazione di fase. Il sovranatante acquoso \aeglevato e parzialmente
disidratato con l'aggiunta di 700l di n-butanolo. Il procedimento con
butanolo permette di concentrare il cDNA ad un wodudi circa 40-7Qul
(un volume superiore a 7@ deve essere ulteriormente concentrato con
'aggiunta di butanolo mentre un volume inferiore4@ ul pud essere
corretto con l'aggiunta di acqua PCR Grade) mediam@ntrifugazione a
14000 RPM per 1 minuto e successivo scarto defla &a&quosa. Il cDNA
viene poi purificato utilizzando CHROMA SPIN-100®IGmn (Clontech).
La resina della colonna viene risospesa accurat@nmar inversione e la
colonna viene lasciata eluire per gravita. | campgmno quindi caricati al
centro della resina della colonna, si aggiungonal2b 1X TNE Buffer (10
mM Tris-HCI pH= 8; 10 mM NaCl; 0,1 mM EDTA) e sideia eluire
completamente. L'aggiunta di 150di 1X TNE Buffer ed il suo drenaggio
permette poi I'eluizione del cDNA purificato mediari’aggiunta di 32Qul

di 1X TNE Buffer (10ul vengono conservati per I'analisi elettroforetiea
rappresentano il CAMPIONE B). Per verificare evatituesidui di cDNA
presenti nella resina si ripete una seconda ehgzaon I'aggiunta di 74l

di 1X TNE Buffer, questo campione rappresenta iIMFAONE C. (fig. 30)

S <¢°C S 28°C
—

Figura 30- Purificazione del cDNA con CHROMA SPIN

Pozzetto 1 =S 4°C A Pozzetto 4 =S 25°C A
Pozzetto 2 =S 4°C B Pozzetto 5=S 25°C B
Pozzetto 3=S4°CC Pozzetto 6 =S 25°C C 85



Digestione del cDNA con Rsal

Questo passaggio genera frammenti piu corti di cCi¥dA estremita libere
necessari per la ligazione degli adattatori. Prilnarocedere vengono messi
da parte 1Qul di cDNA purificato per una successiva analisittetéoretica
(CAMPIONE D).

Ad ogni campione di cDNA purificato vengono aggiunt

36 ul di Rsal Restriction Buffer

1,5ul di Rsal (10 U)

| campioni vengono poi incubati a 37°C per 3 orsuecessivamente la
reazione viene bloccata con I'aggiunta dpl8di 0,5 M EDTA. 10ul di
cDNA digerito vengono prelevati (CAMPIONE E). AIng di confermare
'avvenuta digestione del cDNA i CAMPIONI D ed Engono saggiati
elettroforeticamente; prima della digestione il o®Nlovrebbe apparire
come uno smear da 0,5-10 kb con bande brillantipresg@ntanti
I'abbondante mRNA, dopo digestione lo smear doweebbksere compreso

tra 0,1-2 kb (dato non mostrato).

Purificazione del cDNA digerito

I cDNA digerito viene purificato utilizzando il ki QIAquick PCR
Purification kit” (QIAGEN).

A 300 ul di campione vengono aggiunti 15Q0di Buffer PB. La miscela
viene suddivisa in 3 aliquote da 600ciascuna delle quali viene caricata in
una colonnina e centrifugata a 14000 RPM per 1 tinueluato viene
quindi scartato e la resina viene lavata medialiggiunta di 750ul di
Buffer PE e successiva centrifugazione. Per eldireDNA vengono
aggiunti alla colonna 50l di Buffer EB (10 mM Tris-HCI, pH 8,5).

I cDNA cosi ottenuto viene poi precipitato congtaunta di 187ul di 4 M
Ammonio Acetato e 140pl di etanolo al 95% e successiva centrifugazione
a 14000 RPM per 20 minuti. Il sovranatante vienerpoosso e vengono

aggiunti 500ul di etanolo all’l80%. | campioni vengono centriftigger 10
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min a 14000 RPM, il sovranatante viene scartatblassiano asciugare in
air-dry per 10 min.

| campioni sono stati risospesi in @l7di acqua PCR Grade. Un’aliquota di
1,2 ul di cDNA é stata aggiunta ad 1di PCR Grade (diluizione 1:10) per
formare il CAMPIONE G. Un’analisi elettroforeticaieme effettuata sui
CAMPIONI E (cDNA digerito) e G (cDNA digerito e pficato) per
stimare la percentuale di prodotto di PCR Rsaltigerimane dopo la
purificazione e la precipitazione in etanolo (RB4d).

S4°C S25°C

EeC EeG

P
8

L)

PRRLLI (I

Figura 31- Gel elettroforetico del cDNA digerito e del cDN#rificato

Pozzetto 4 = S 4°C — campione E Pozzetto 7 = S 25°C — campione E

Pozzetto 5 = S 4°C — campione G Pozzetto 8 = S 25°C — campione G
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2.7 COSTRUZIONE DELLA LIBRERIA SOTTRATTIVA

L’obiettivo del lavoro sviluppato durante il doté&o di ricerca ha riguardato
I'identificazione dei geni differenzialmente esmmiesella polpa di arancia
pigmentata Tarocco Sciara, frigoconservata rispatguella conservata a
temperatura ambiente, e a tal proposito si e sckltmstruire una libreria
sottrattiva di cDNA in modo da identificare trasgrdifferenziali presenti
nella polpa che subisce stress da freddo. Sucesssivte, si e effettuato il
monitoraggio del pattern di espressione dei gdfer@inzialmente espressi a
freddo precedentemente identificati, ed in paréio®ltutti i geni implicati
nella biosintesi delle antocianine e in quella '@8A. Il monitoraggio
dell’espressione genica € stato condotto in due emtindiversi e con due
tempistiche differenti: in una prima analisi sorate valutate le modifiche
genetiche che il frutto ha messo in atto per siwggd una situazione di
stress da freddo protrattosi nel tempo, e piu pegaente per un periodo di
77 giorni; in seconda analisi si sono valutatedaazioni di espressione dei
geni coinvolti sia nella biosintesi delle antocraisia nella biosintesi
dell'acido abscissico concentrando I'attenzione pumi 15 giorni di
conservazione alle basse temperati®er ottenere sequenze di cDNA
differenzialmente espresse e stato utilizzato itose della ibridazione
soppressiva sottrattiv&(ppression Subtractiybridization, SSH), la cui
attuazione e stata resa possibile dall'impiego EEIR-Seleét" cDNA
Subtraction Kit(BD Biosciences). Questa metodologia permette ténete
librerie di cDNA arricchite di trascritti presengoltanto in uno dei due
campioni comparati (Diatchenket al, 1996a) e presenta la peculiarita di
riuscire ad isolare anche sequenze poco espregsel{@nkoet al, 1996b).
La tecnica della SSH comprende due ibridazioniratitte, seguite da due
reazioni di PCR. Nella figura 32 € rappresentatprdlcesso della SSH: ci
riferiamo con il termine “testerdl cDNA ottenuto dall’ RNA totale isolato
dalla polpa frigoconservata e con il termine drivat cDNA ottenuto

dal’'mRNA della polpa conservata a temperatura amtei.
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Figura 32 - Fasi della PCR-Select cDNA Subtraction
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Come abbiamo detto precedentemente, il “testerhtereente trascritti
specifici e differentemente espressi, (Sciara £¢)'driver’ (Sciara 25°C)
sono stati sintetizzati a partire daud di RNA totale, utilizzando il Super
SMART PCR cDNA synthesis kit (BD Biosciences Clafite Entrambi i
cDNA sono stati digeriti con I'enzima di restrizerRsa |, che produce
frammenti blunt-ended (estremita non coesive),iegth per la successiva
ligation agli adattatori. Il cDNA del “tester& stato suddiviso in due
aliguote ed a ciascuna é stato legato un diversttaadre: 1 e 2R. Gli
adattatori, mancando del gruppo fosfato al 5’egaho solo all'estremita 5’
del cDNA. Sono seguite due ibridazioni sottrattive succesdigeprima e
stata effettuata aggiungendo a ciascun “testihaturato, “driver”in
eccessoDurante questa fase la maggior parte dei trasdetti‘tester’non
differenziali si lega al “driver’e la rimanente frazione del “tester”, che
rimane a singolo filamento risulta arricchita dgsenze differenzialmente
espresse. || cDNA non ibridizzato rappresenta guyedi che sono espressi
nel “tester” ed assenti nel “driver”, cioé geni Essi in seguito a stress da
freddo. La seconda ibridazione e stata effettuaiando i prodotti della
prima ibridazione e aggiungendo “driver” denaturatoeccesso. Durante
guesto passaggio, oltre ad arricchirsi di sequdiffeErenzialmente espresse,
la frazione a singolo filamento digster libridera con la stessa frazione del
tester 2Rformando una popolazione di sequenze differemaate espresse
a doppio filamento caratterizzate dal fatto di essasimmetricamente
flancheggiate dai due adattatori. Questo, insietfieffatto soppressivo,
rende possibile la loro amplificazione selettivanite due PCR successive
utilizzando come primers sequenze complementaridae adattatori
(Federighi, 2006)La prima e la seconda amplificazione sono necesgari
isolare e arricchire rispettivamente i trascritspeessi differentemente. |l
cDNA sottratto é stato utilizzato per generareleetia.
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2.7.1 Ligazione degli adattatori ai tester

Prima di legare gli adattatori ai “tester” (cDNA&$olpa Sciara 4°C), si
procede preparando il controllo muscolo scheletritester” cDNA,
ottenuto diluendo fl di ¢X174/Hae 11l Control DNA (150ng/ml) con

di controllo muscolo scheletrico cDNA. Non essendomologia tra il
cDNA del muscolo e il genoma del fago tagliato 'daltima di restrizione
Hae lll, dalla sottrazione tra “tester” (¢cDNA muscolo engma fago) e
“driver” (cDNA muscolo), otterremo nell'analisi dgkl elettroforetico solo
bande relative al fago.

5,5ul di cDNA digerito e purificato rappresentano il tei@ale di partenza. 1
ul viene utilizzato per la quantificazione allo dpefotometro, mentre i
restanti 4,5ul sono diluiti con 2,51l di acqua PCR grade (volume finale 7
ul).

Per ciascun “tester” cDNA e per il controllo si paga una master costituita
da: 3ul di acqua sterile, 2l di 5X Ligation buffer (250 mM Tris-HCI pH
7,8, 50 mM MgC}, 10 mM DTT, 0,25 mg/ml BSA) e ul di T4 DNA
Ligase (400 U). Per ciascun campione si preparamisaela di reazione

descritta nella seguente tabella (tab. 5).

1 2
Componenti Tester 1-1 fl) Tester 1-2 @l)
Tester cDNA diluito 2 2
Adattatore 1 (1@uM) 2 -
Adattatore 2R (1@M) - 2
Master mix 6 6
Volume finale 10 10

Tabella 5- Miscela della reazione di ligation

In un tubo pulito si miscelano gl del tester 1-1e 2l di tester 1-2 a

ligation avvenuta, questo campione rappresentettaster” controllo non
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sottratto 1-c Si completa la fase di ligation dando uno spifiester” ed ai
campioni non sottratti ed incubandoli overnight @ Q. Lo stesso viene
eseguito per il controllo (muscolo scheletrico)seyuito ad incubazione, si
aggiunge a ciascun campionepul di EDTA/glicogeno per fermare la
reazione di ligation, si incuba per 5 minuti a 735€ inattivare la ligasi. Si
preleva 1ul dal controllo 1-c e si diluisce in 100 pl di aequQuesta
diluizione verra poi analizzata durante la faseP@R Amplificazione. |
“tester” cDNA legati agli adattatori e il controlllbc vengono conservati a -
20°C.

2.7.2 Analisi dell’efficienza della ligazione

Prima di procedere con [libridizzazione, & statoccassario verificare
I'avvenuta ligation tra il “tester” cDNA e gli adatori. 1l di tester 1-1
(cDNA legato alladattatore 1) e 1l di tester 1-2 (cDNA legato
all'adattatore 2R) sono stati diluiti con 0di acqua sterile. In quattro tubi

separati si sono preparate delle miscele con imtlescritti nella tabella 6.

Tubigl)
Componenti 1 2 3 4
Tester 1-1(legato all’adattatore 1) 10 10 - -
Tester 1-2 (legato all’adattatore 2R) - + 10 10

PAL (0 G3DH o GST-U) 3’ Primer (16M) 1 [ 1 [ 1] 1

PAL (0 G3DH o GST-U) 5’ Primer (10M) - 1 - 1
PCR Primer | (1QuM) 1 - 1 -
Volume totale 12 12 12 12

Tabella 6 - Miscela analisi della ligation

I PCR Primer | & specifico per entrambi gli adiitama puo operare solo
con il primer forward gene-specifico. | primers gespecifico sono stati

disegnati sulle 600 bp del gene PAL (Fenilalaninamiao-liasi) omologhe
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al 100% con il gene Citrus sinensis. Se i due psngene-specifico si
attaccano all'inserto da amplificare, si avrannodeada 600 bp, indice della
presenza di cDNA; se invece saranno il primer fodagene-specifico e |l
primer PCR | a funzionare, le bande saranno dibf)(rova che la ligation

€ avvenuta.
PALfor 5-GAT TTG AGA CAT TTG GAG GA-3’

PALrev 5-ATG GAT GAA GCT CTC CAC TA-3

Per verificare la ligation del controllo scheletricDNA, abbiamo utilizzato
come primers gene-specifico, i primers G3PDGliceraldeide-3-fosfato
deidrogenasi) forniti dal kit. Anche in questo césmde di 700 bp indicano
I'avvenuta ligation, mentre bande di 520 bp dimarstr che il cDNA non e
stato degradato.

G3PDH 5 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’
G3PDH 3' 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

Si prepara una master mix per ciascun tubo castitla (tab. 7):

Componenti ( pl per Rxn)
Acqua sterile 9,5
10X PCR reaction buffer 2,5
dNTP Mix (10mM) 0,5
50X BD Advantage cDNA Polymerase Mix 0,5
Volume totale 13

Tabella 7 - PCR master miganalisi della ligation)

Si aggiunge la master a ciascun tubo, si miscelarieopre con una goccia
di olio minerale. Si incuba la miscela di reazig®ez 5 minuti a 75°C in un
termociclatore per estendere gli adattatori. Sicpde mantenendo i
campioni a 94°C per 30 secondi, seguiti da 25 dclPCR alle seguenti

condizioni:
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94°C per 30 secondi
55°C per 1 minuto 25 cicli
68°C per 2,5 minuti

Successivamente 20 di ciascun campione sono stati analizzati in ahaj
2% di agarosio (fig. 33).

S4°C S4°C S25°C S25°C

F s il

e
—
s
e
—
-t

L]

Figura 33- Analisi dell’efficienza della ligazione

Pozzetti 2,3 e 4 =S 4°C — Tester 1 Pozzetti 8, 9 e 10 = S 25°C — Tester 1-1

Pozzetti5,6 e 7=S 4°C — Tester 1 Pozzetti 11, 12 e 13 =S 25°C — Tester 1-2
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2.7.3 Prima ibridizzazione

In questa fase si aggiunge ad entrambi i “tester’eacesso di “driver”
(polpa 25°C), segue la denaturazione ad alte teathyer, I'appaiamento e
l'ibridizzazione. Il “driver” utilizzato con un veime di 3ul, & stato diluito
con 1ul di acqua PCR grade (volume finale 4 pl). In dubi tpuliti si

miscelano i reagenti della tabella 8.

1 2
Componenti Tester 1-1 al) | Tester 1-2 fal)
Rsa I-digested driver cDNA 1,5 15
Tester 1-1 legato all’ adattatore 1 1,5 -
Tester 1-2 legato all’ adattatore 2R - 15
4X Hybridization Buffer 1,0 1,0
Volume finale 4,0 4,0

Tabella 8-Miscela | lbridizzazione

Si ricoprono i campioni con una goccia di olio nrade e si incuba a 98°C
per 1,5 minuti e a 68°C per 8 ore.

2.7.4 Seconda ibridizzazione

In questa fase i campioni della | ibridazione satati miscelati ed un
eccesso di “driver” denaturato viene aggiunto pacehire ulteriormente le
sequenze differenzialmente espresse. 1 pl di “drol@NA viene miscelato
con 0,25 pl di 4X Hybridization Buffer e viene rpgrto con una goccia di
olio minerale. Si incuba a 98°C per 1,5 minuti mefdi denaturare il
“driver”. Per miscelare i campioni che hanno sulst@rima ibridizzazione
con I'eccesso di “driver”, si procede come segleegia la micropipetta a
15 ul e si preleva il campionagster 1-2ibridizzato), ponendo attenzione a
non aspirare I'olio minerale, si rimuove la pipeti@ tubo, si fa entrare un

po’ di aria, si preleva allo stesso modo I'ecceadisariver”. In questo modo
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nel puntale saranno presenti siatester 1-2ibridizzato sia il “driver”
denaturato, separati da una piccola bolla d’aiiaraSferisce la miscela nel
tubo contenente il campionester 1-1(volume finale 9,2%) . Si miscela
per pipettamento e si incuba a 68°C over-night.gibrno dopo si
aggiungono 5@l di Diluition Buffer (20 mM HEPES pH 6,6, 20 mM g4
0,2 mM EDTA pH 8), si miscela e si riscalda il caone a 68°C per 7

minuti.

2.7.5 Amplificazione PCR

Per amplificare i geni differentemente espressiDNA é sottoposto a due
amplificazioni. Nella prima, solo il cDNA con i dusdattatori legati alle
estremita viene amplificato; nella seconda, il Hd$?CR primer € utilizzato
per ridurre il background e arricchire di sequedifierentemente espresse.
Si prelevano 1@l di campione che ha subito le due ibridizzaziotDeu di
campione 1-c (diluito in 10Ql) e si portano ad un volume di 23,

aggiungendo una master costituita dai reagentrtagion tabella 9.

Componenti ( pl per Rxn)
Acqua sterile 10

10X PCR reaction buffer 2,5
dNTP Mix (10 mM) 0,5
PCR Primer 1 (1@M) 1,5
50X BD Advantage cDNA Polymerase Mix 0,5
Volume totale 15

Tabella 9 Miscela PCR primaria

I PCR primer | funziona sia da forward che da rees per questo si utilizza
un solo primer. A questo punto, si ricopre ciascampione con 5@l di
olio minerale, si incuba per 5 minuti a 75°C pdeerdere gli adattatori, e si

effettuano 30 cicli alle seguenti condizioni:
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94°C per 25secondi
64°C per 30 secondi 30 cicli
71°C per 1,5 minuti

8 ul di prodotto di PCR sono messi da parte per liagnalettroforetica, 1l
tal quale invece viene utilizzato per la 1l PCR plification ed é

addizionato a 24l di master che contiene i reagenti della tabella 1

Componenti (pnl per Rxn)
Acqua sterile 18,5
10X PCR reaction buffer 2,5
dNTP mix (10 mM) 0,5
Nested PCR Primer | (1aM) 1,0
Nested PCR Primer 2R (10/) 1,0
50X BD Advantage cDNA Polymerase Mix 0,5
Volume totale 24

Tabella 10 -Miscela PCR secondaria

| campioni vengono miscelati al vortex, ricoperti uha goccia di olio

minerale e sottoposti a 15 cicli di PCR, alle segiuemperature:

94°C per 30 secondi

68°C per 30 secondi 30 cicli
72°C per 1,5 minuti

72°C per 5 minuti

L'ultimo step di 5 minuti a 72°C favorisce il pogpramento di adenine
nelle estremita dei prodotti di PCR (fig. 34). Léaulazione consentira il

clonaggio all'interno del plasmide pGem.
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S4°C S4°C S25°C S25°C
O Y \

Figura 34 - PCR | e Il dei campioni S 4°C, S 4°C 1-c, S 2%8@5°C 1-c

Pozzetto 3 =S 4°C PCR | Pozzetto 7 =S 25°C PCR |
Pozzetto 4 = S 4°C PCR I Pozzetto 8 =S 25°C PCRII
Pozzetto 5 =S 4°C 1-c PCR | Pozzetto 9 =S 25°C 1-c PCR |

2.8 TRASFORMAZIONE DEI BATTERI COMPETENTI

I cDNA differenzialmente espresso € stato inselito un vettore di
clonaggio (plasmide pGEM-T easy Vector) e trasfaomaE. colial fine di

analizzare la libreria sottrattiva di cDNA.

2.8.1 Ligazione

Il vettore pGEM-T easy Vector (Promega) e statoqokes¢o con l'inserto
(prodotto di PCR Amplification secondaria) in urpparto di 1:4 in una
soluzione costituita dal 2 Rapid Ligation Buffedalla ligasi del fago T4
(tab.11). La miscela é stata incubata over-nigtta
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Componenti (ul per Rxn)

2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5
pPGEM 1
Prodotti di PCR secondari 4
T4 DNA Ligase 1
Volume totale 11

Tabella 11 —Miscela di ligazione

2.8.2 Trasformazione delle cellule competenti

Successivamente il plasmide ricombinante (11uhei@serito, attraverso il
processo di trasformazione, all'interno di cellubspiti JM109 High
Efficiency Competent Cell (Promega), lasciando bare per 30 minuti in
ghiaccio. Si effettua poi lo shock termico da 425& 50 secondi a 0°C per
due minuti. Il termoshock rende i batteri piu peaitnié al DNA plasmidico.
Le cellule sono cresciute in 950 di terreno SOC Medium (2 g Bacto-
Tryptone, 0,5 g Bacto East Extract, 1 ml NaCl 1M250ml KCI 1 M, 1 ml
Mg** stock, 1 ml glucose 2M; V = 100 ml) ed incubate pé& e 30’ a 37°C
in agitazione in modo da permetterne la cresciteomesentire ai batteri
trasformati di esprimere il gene per la resistealfantibiotico. In seguito
1000 ul di sospensione batterica sono stati piastratiPgtri-LB-Amp
contenente antibiotico, X-Gal e IPTG e inculmaternighta 37°C.

PREPARAZIONE DEL TERRENO LB Agar — Amp (500 ml):
e 7,5gdiagar
e 5 gdiBacto — Tryptone
* 2,5 gdi Yeast extract
e 2,59 di NaCl
* Acqua distillata a volume
e pH 7,0 con NaOH
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Si sterilizza in autoclave e quando raffreddat@ggiungono 100 pg/ml di
Ampicillina, 0,05 mM di IPTG 100 mM e 8fg/ml di Xgal.

2.8.3 Screening delle colonie trasformate

Sulle colonie cresciute € stato eseguito scr@ening visivehe consente di
distinguere le colonie bianche positive alla trasf@zione, e quindi
contenenti il vettore in cui € avvenuta l'inseraomlel frammento di
interesse, da quelle blu-azzurre costituite daebatthe hanno inglobato
vettori richiusi su se stessi o che non hanno ut®it plasmide (fig. 35)

Figura 35- Colonie trasformate (Sciara 4°C)

2.8.4 Estrazione di DNA plasmidico

I DNA plasmidico trasformato in cellule competerdi stato estratto e
purificato utilizzando Pure Link Quick Plasmid Mamep Kit (Invitrogen). |
cloni (colonie bianche) sono stati inoculati in 6 dnBrodo LB medium e
ampicillina (100ug/ml) e fatti crescere a 37°C su agitatore rot@eieuna

notte.
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L’isolamento plasmidico € stata effettuato utiliada il kit di estrazione
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit che permette idolare DNA
plasmidico di ottima qualita da cellule Hi coliin 30-45 minuti. Le cellule
sono lisate utilizzando una procedura alkaline/ SIDEsato e applicato in
una colonna con membrana di silice che selettivéendéega il DNA
plasmidico. Dopo aver rimosso i contaminanti gragidavaggio con due
Wash Buffers, il plasmide é eluito con TE Buffersaccessivamente
precipitato. | plasmidi precipitati sono stati sessivamente sequenziati
presso la MG Biotech e le sequenza ottenute sa@e ahalizzate tramite |l
programma BLAST Basic Local Alignment Seardfool) e confrontate con
le sequenze contenute in banca dati GenBank. Ufta wentificate le
sequenze si € proceduto costruendo i primers reatedbamplificazione
dei frammenti tramite RT-PCR. | primers sintetizzgiecificatamente su

sequenze note di enzimi sono riportate nella tatdgll
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ENZIMA

Aldeide Ossidasi (AOXfor)
Aldeide Ossidasi (AOXrev)

Fosfomevalonato chinasi
(PMKfor):

Fosfomevalonato chinasi
(PMKrev):

Farnesil difosfato sintase
(FDPSfor):

Farnesil difosfato sintase
(FDPSrev):

Fosfoenolpiruvato traslocatore
(PEPtrfor)

Fosfoenolpiruvato traslocatore
(PEPtrrev)

Isopentenil pirofosfato sintase
(IPPSfor):

Isopentenil pirofosfato sintase
(IPPSrev):

2-deidro-3-deossifosfoeptonato
aldolasi (DAHPfor)

2-deidro-3deossifosfoeptonato
aldolasi (DAHPrev)

Corismato mutasi (CORISmutfor)

Corismato mutasi (CORISmutrev)

Fenilalanina-ammonioliasi
(PALfor)

Fenilalanina-ammonioliasi
(PALrev)

CumaroilCoA for
CumaroilCoA rev
Calcone sintasi (CHSfor)
Calcone sintasi (CHSrev)

Citrato liasi (CITRLYASEfor)

PRIMERS

5'-AGTGAGCGAGGTGGAAGTA-3’
S-TCTGTCCTAAATCAACAGCAG’
5'-GAGAGTTGGACTGTTGGGTA-3’

5'-TGATGACGAGATCATCAGAC-3

5-GGAATTTCAAACAGCTTCAGG-3’

5'-GAACAATGCGACGATGAAGT-3

S-TCAGTTTGGTGTGGGAAC-3’

5'-CGGCAAAATAGCTGCAAG-3’

5'-CGAATTCAAAGACTCCATCT-3

5-CCTCATGTTTGAAGACGAAT-3’

5-TAGCACAGCTGCTAAACTTG-3’

5-GATTAGCTCACAGCAACCTC-3

5'-AACTGAAAAACTTCAGICAA-3’
5-CTGCATAGGTGGCAACA
S-GATTTGAGACATTTGGAGGA-3’

5-ATGGATGAAGCTCTCCAC TA-3

5'-TCGACATCCCCGCTCTTG-3

5-AAATATAAAGTGACGGTTGCG-3
S5-TCTATCGACGGGCATCTTC-3’
5-TGCCTCGGTTAGGCTTTTC-3

S-TTCAACCATCTCTGATGAR-3’
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Citrato liasi (CITRLYASErev) 5-GGAAATAACATCACCCACA-3
Antocianidina sintasi (ANSfor): 5-GGG TGACTGCTAAAGTGTT-3

Antocianidina sintasi (ANSrev): 5-CAAGTCCCCTGTGAMATA-3’
Diidroflavinolo reduttasi (DFRfor) | 5-GCTGTTCGTGCTAIGTTC-3’
Diidroflavinolo reduttasi (DFRrev), 5-GGCTAAATCGGCITCCATA-3
UDP-glucosio:flavonoide 3-O- 5-TCTTCAGCACTCCGCAATC-3
glucosiltrasferasi (UFGTfor)

UDP-glucosio:flavonoide 3-O- 5-TCCATCGGATACGTCGTAAG-3
glucosiltrasferasi (UFGTrev)

Glutatione S Traseferase (GSTfor)5’-GCAGCAAAGTATGCAAACC-3’
Glutatione S Traseferase(GSTrev): 5-GTCATTGAAATTGTGCTTC-3’
Fosfoenolpiruvato carbossichinasi 5-ACAAGCTGAGAATGTTGC-3
(PEP-CKfor)

Fosfoenolpiruvato carbossichinasi 5’-AAGTTGAGCTTGGAACAG-3’
(PEP-CKrev)

Elongation factors (EFfor): 5-GGCTAGGTACGATGAAATTG’
Elongation factors (Efrev): 5-GTTGTCACCCTCGAAACC-3
9-cis-epossi carotenoide 5-GATGACTTGCCTTATCACG-3
diossigenasi 1 (NCED1for):

9-cis-epossi carotenoide 5- ATGAGCTATCATCGTGGAC-3
diossigenasi 1 (NCED1rev):

9-cis-epossi carotenoide 5-ATAGCCTATCCGAAAGTTGA-3
diossigenasi 2 (NCED2for):

9-cis-epossi carotenoide 5- TCTCCATCAGCAGAAAATCT-3
diossigenasi 2 (NCEDZrev):

Transcription Factor CX (TF- STGGATTTGCAAGCATATAATC-3
Cxfor):

Transcription Factor CX (TF- 5-AAAGAACCCCCACGTAATAA-3
Cxrev):

Transcription Factor NAC-Like 5-ACTATTTGTGCCGTAAATGC-3
(TF-NACfor):

Transcription Factor NAC-Like 5- TTGGATACTTCCGATCCCTA-3
(TF-NACrev):
Tabella 12— Primers utilizzati per la RT-PCR
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2.9 RT-REAL TIME PCR

2.9.1 Principi della RT-REAL TIME PCR

La reazione polimerasica a catdPCR,Polymerase Chain Reactipwiene

utilizzata per amplificare un particolare frammedidNA da una miscela
complessa di materiale di partenza, chiamata DNMAb, che in molti casi
richiede un basso livello di purificazione. Il ritato della PCR e la
produzione di tratti di DNA complementari, sullaskadi quelli gia esistenti
(Wilson et al, 2006). Perché una qualsiasi reazione di PCRapassre
luogo, devono essere presenti i seguenti reagerdiquantita del segmento
di DNA che si desidera riprodurre, le quattro comgrati nucleotidiche del
DNA, un tampone con una concentrazione ottimalaaljnesio, una coppia
di primers e la DNA polimerasi. | primers sono degjigonucleotidi di
sintesi a singolo filamento, solitamente lunghilela0 alle 25 basi,
complementari al DNA stampo e che assolvono a dueidni. Primo,
ibridandosi con lo stampo forniscono un’estremit&l® pud essere estesa
dalla DNA polimerasi. Secondo, conferiscono la gp#a alla reazione di
amplificazione, poiché sono progettati in modoidadheggiare la sequenza
bersaglio da amplificare. La PCR €& un processacoidlipendente dalla
temperatura, completamente controllato ed automettizin un thermal
cycler. Nella prima fase, viene utilizzata una tenapura elevata (ad es.
95°C) perdenaturareil DNA stampo a doppio filamento. Nella seconda
fase, la temperatura € portata ad un valore interi@d es. 50-60°C),
consentendo ai primer di ibridarsi con il DNA stamfnnealing. Nella
terza fase, la temperatura viene ulteriormentettada modo da consentire
la sintesi di nuovi filamenti di DNAgstensionge Nei dosaggi di PCR é
comunemente utilizzata la Taq polimerasi, una DNAlinperasi
termostabile isolata dal battefllhhermus aquaticudDopo un ciclo, il DNA
bersaglio viene duplicato, ed i nuovi prodotti fang quindi da stampo per

la sintesi del DNA in tutti i cicli successivi. Pdamplificazione del
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bersaglio si eseguono solitamente dai 30 ai 40, ci®terminando la
formazione di un elevato numero di copie del DN§.(B6). Una volta che
I'amplificazione € completa, i prodotti devono essesservati tramite una
serie di passaggi di rivelazione post-PCR. La meto@iu comunemente
utilizzata per questo scopo e l'elettroforesi st egel pud quindi essere
colorato con il bromuro di etidio, ed i prodottigsmno essere osservati

utilizzando la luce ultravioletta.
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Figura 36 — Schema della PCR

La PCR ‘“in tempo reale”o PCR *“a rivelazione simultanea”, o PCR

cinetica, utilizza una strategia che consente ldvare I'amplificato nel

momento stesso in cui si forma (Heet al, 1996). Questa si basa
sullimpiego di leganti fluorescenti, o di sonde mca&te con composti
fluorescenti, oppure di inneschi a marcatura flaoeate, che forniscono un

segnale la cui intensita, misurabile in ogni siogEtante, € direttamente
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correlata con la quantita di amplificato in queBtesso istante (Marin,
1999). Esistono due configurazioni del sistemaivilazione: si possono
utilizzare sonde sequenza-specifiche marcate camrdiori oppure
composti fluorescenti che si legano in modo aspecdlla doppia elica del
DNA, come il SYBR Green.

I primo tipo di approccio € sicuramente molto pidostoso.
L’apprezzamento della quantita di acido nucleicffédata alla rivelazione
e conseguente quantificazione di un “reporter” fbszente il cui segnale
cresce in maniera proporzionale alla quantita aidptto di PCR nella
reazione. A tal proposito viene disegnata una sqeiee-specifica che si
appaia nella zona compresa fra i due primers (haheaeverse); tale sonda
contiene un colorante fluorescente (Reporter)iauknte di colore verde,
all'estremita 5’ ed un colorante quencher (letteeite “spegnitore”), di
colore rosso, all’'estremita 3'. In condizioni dirntale appaiamento sonda-
stampo, il campione viene irradiato, I'energia flegcente emessa dal
colorante ad alta energia in 5’ viene assorbitaltoénte dal quencher a
bassa energia. Fintantoché la sonda resta intattacinanza tra reporter
fluorescente e quencher annulla I'emissione dehaegdi fluorescenza
perché si verifica un trasferimento di energia paimo al secondo. Nel
momento in cui la DNA-polimerase, replicando longte, incontra la sonda
appaiata al suo interno, grazie alla sua atti\stznacleasica 5’-3’, comincia
a degradarla (fig. 37). L'allontanamento tra repod quencher consente di
rilevare I'emissione di fluorescenza del reportge.dQuesta incrementera
ad ogni ciclo proporzionalmente al tasso di degriamhe della sonda.
L’accumularsi del prodotto amplificato e rivelat@nitorando per I'appunto
I'incremento di fluorescenza del reporter. Piu giee il numero delle copie
iniziali dell'acido nucleico di interesse, prima gsservera un aumento
significativo della fluorescenza. Un significativancremento della
fluorescenza, che superi il valore della lineaakdentro i primi 3-15 cicli,
indica la rivelazione di un prodotto di PCR che siccumulato. L'operatore

solitamente fissa una soglia di fluorescenza, Hedi @opra di quella di
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base, il parametro CT (ciclo di soglia) viene quidefinito come il numero
di cicli necessari perché I'emissione fluorescesiperi tale soglia. Per
valutare il livello di espressione genica tra iiveampioni € necessario
confrontarlo con dati relativi all'espressione di secondo gene scelto come
controllo interno. Quest’ultimo deve esser cararato da una certa
abbondanza e costanza nell’espressione tra i diwarmpioni, rispetto
allRNA Totale. Nel caso di studio su geni estrati tessuti vegetali, si
utilizza come gene-controllo (normalizer) il gen& Eodificante per la

proteina elongation factor (EF).

TagMan probe ‘

Fig 217- Sonda «con reporter
fluorescente in 5 e quencher in 3'.

primer

template DNA

Fig 2.18- Appaiamento tra sonda e
stampo.

PO XJ
TRIN o g

complementary strand

3 template DNA

Figura 37- la Taq polimerasi, avanzando sullo stampo petetirzare il nuovo filamento
complementare allo stampo, degrada, con la suaitttiesonucleasica 5’-3', la sonda. Il
reporter cosi sganciato de quencer comincia ad mrefluorescenza.

Il secondo approccio prevede l'utilizzo del SYBRe@&n, un composto
organico aromatico (facente parte del gruppo deldmidine) ed avente
proprieta fluorofore, che si lega al DNA a doppilarhento, intercalandosi
nella molecola di DNA. Man mano che la PCR prodié¢A a doppio

filamento, la fluorescenza aumenta in seguito ghee del colorante con i

prodotti di amplificazione (Wittweet al, 1997). Il valore della fluorescenza
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emessa € misurata ad ogni ciclo, ed e rappresantdélla quantita di
prodotto sintetizzata fino a quel punto. Maggiora @uantita del trascritto
presente all'inizio della reazione, minore numerocatli serviranno a
raggiungere il punto in cui il segnale risulta essestatisticamente
significativo, rispetto al segnale di fondo (Gibsairal, 1996). Le molecole
come il Sybr green(fig. 38) sono altamente fluorescenti solo quando sono
intercalate nella doppia elica di DNA. Quando il BN in stato di singolo
filamento le molecole dBybr greemon si legano alle basi del DNA e la
fluorescenza emessa e molto bassa. A seguito delimerizzazione da
parte della Taq polimerasi le molecoleS}ibr greersi trovano intercalate
nel DNA a doppia elica. Maggiore € il numero di ewile di fluoroforo
intercalate maggiore ¢ il segnale di fluorescefiga39).

Figura 38-SYBR Green

Scarsa fluorescenza

SYBR Green

142

Syt

S

¥

Polymerase

Figura 39 — Schema della RT-PCR con SYBR Green

| vantaggi dell’utilizzo deSybr greersono I'estrema versatilita (puo essere
utilizzato con qualunque coppia di primers), l'egorcita e lintenso
segnale di fluorescenza. Il metodo possiede tattdoi svantaggio di
produrre un segnale non specifico poiché la moéepolo legarsi anche a
sequenze di DNA aspecifico, generando falsi pasitiestacolo puo essere
parzialmente superato effettuando una curva diodigsione Knelting
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curvg al termine della corsa di PCR. La curvanglting consiste in un
aumento graduale della temperatura da 50°C, canaizn cui tutto il DNA

e a doppia elica e la fluorescenza € massima, @, Ydfperatura alla quale
tutto il DNA e in forma dissociata e la fluorescang minima. Ogni
frammento di DNA a doppia elica si dissocia ad urexatteristica
temperatura, chiamata temperaturandilting (Tm), che e definita come la
temperatura alla quale il 50% del DNA é in formasidigolo filamento. Alla
temperatura corrispondente &in dei prodotti di PCR si notera un flesso
nella curva dimelting. | flessi di fluorescenza, per comodita, vengono
trasformati in picchi eseguendo la derivata primna segno negativo della
curva e quindi si potra valutare se durante la RCsbno formati prodotti
aspecifici o secondari. Se i flessi di fluorescesano piu di uno, si evince
che nella reazione di PCR si sono formati amplificaspecifici. A
differenza di cio che avviene in una PCR qualitativ“end-point, in cui
'amplificato viene apprezzato nella fase finalell@laeazione glateau
dovuto all’esaurimento dei nucleotidi e alla dimtauefficienza della Taq
polimerasi), nella Real-time PCR la quantificazi@wiene durante la fase
esponenziale dell’amplificazione. Nella curva dipdificazione, ossia dal
diagramma del segnale di fluorescenza ottenut@tts@l numero di cicli,
si possono distinguere tre fasi:

1. Fase esponenzialeciascun prodotto di amplificazione raddoppia
esattamente ad ogni ciclo di amplificazione.

2. Fase lineare (alta variabilitd) i componenti della reazionengostati
consumati; la reazione rallenta ed i prodotti grddano.

3. Fase di Plateaula reazione si ferma, non si creano piu prodotse si

attende troppo, essi si degradano (fig. 40).
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Log [DNA]

Plateau

Ethidium-Gel

Linear detection

Variable yield

Cycle #

Figura 40 — Fasi della RT- PCR

| parametri che caratterizzano il grafico delleveudi amplificazione di

un’analisi di Real-time PCR sono:

- linea di baseh@aseling: linea orizzontale che indica il valore al di sap

del quale inizia 'accumulo di fluorescenza,;

- linea di soglia threshold ling: linea parallela alla linea di base, che

interpola le curve di amplificazione nella fase agnziale (pud essere

posizionata automaticamente dal software o autonwenge dall’'operatore);

- ciclo di soglia Ct) (threshold cycle ciclo di PCR misurato per ciascun

campione, in cui la curva di amplificazione inteaéda linea di soglia (fig.

41).

Fluorescence

—  Threzhald

sao®

L & S 2 & ..’+

Baseline !

i
| le A Ic.e
10 20 30 40

Cyde mmber

Figura 41 —Parametri della curva di amplificazione
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2.9.2 Esecuzione della RT-REAL TIME PCR

Le RT-PCR sono state effettuate su cDNA predigegitpurificato con
CHROMA SPIN COLUMN (10ul di Campione D) utilizzandma Master
Mix composta da:

- 2579 di cDNA stampo.

- 12,5ul1Q SYBR GREEN Supermix

- 1 ul Primer for (100 pmol/ul)

- 1 pl Primer rev (100 pmol/ul)

- H,O PCR GRADE a complement

Per un volume finale di 25 pl.

Le condizioni di RT-PCR per dldeide ossidasi 2-deidro-3-
deossifosfoeptonato aldolasi, antocianidina sintasiongation factors,
Fosfomevalonato chinasi, Farnesil difosfato sintasealiidroflavonol 4-
reduttasisono:

94°C per 2 minuti

94°C per 15 secondi

54°C per 30 secondi 45 cicli

72°C per 30 secondi

Al variare dei primers la temperatura di appaiameaimbia:

- Per lacorismato mutase transcription factors-CXa temperatura di
annealing e di 51°C.

- Per lafenilalaninaammonio-liasicitrato liasi, isopentenil pirofosfato
sintase, fosfoenolpiruvato traslocatore, transdopt factor NAC-Likee
fosfoenolpiruvato carbossichinadsi temperatura di annealing € di 52°C.

- Peril4-cumaroil CoA ligask calcone sintasia temperatura di annealing
e di 56°C.

- Per 'UDP-glucosio flavonoide 3-O-glucosiltrasferdaitemperatura di
annealing e di 55°C.
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- Per ilglutatione-S-trasferas 9-cis-epossi carotenoide diossigenasal
temperatura di annealing e di 53°C.

- Per I'9-cis-epossi carotenoide diossigenasa 2emperatura di annealing
e di 52,5°C.

2.10Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) DI TIPO
COMPETITIVO PER LA DETERMINAZIONE DELL’ACIDO
ABSCISSICO

2.10.1 Preparazione dei campioni

| campioni di polpa conservati a -80°C vengonautéti in azoto liquido (-
196°C), 1 g di campione polverizzato viene pesatmegeneizzato in 10
ml di tampone di estrazione composto da: 80% Aeetdh5 g/l acido
citrico, 20 mg/l idrossitoluene butilato (Hubiak al., 1980). L’estratto
viene centrifugato per 5 min a 3000 x g al fineridiuovere materiale
insolubile che precipita in forma di pellet. Il caimne cosi ottenuto viene
opportunamente diluito con TBS 1X (trizma base 3j03cloruro di sodio
5.84 ¢g/l, cloruro di magnesio 0.20 g/l e azide sadd.20 g/l-pH=7.5) e
diviso in due frazioni: una tal quale che servirdl@vare la concentrazione
di ABA libera e quindi fisiologicamente attiva; 'altra aliquota che subisce
un processo di idrolisi per permettere di rilevanehe la concentrazione di
ABA coniugato che viene liberato dal processo dblidi, ottenendo quindi
la concentrazione di ABA totale nel campione. Ltoiiki dei campioni
viene condotta trattando I'estratto per 1 ora a JH=a 60°C. Trascorsa

I'incubazione gli estratti vengono neutralizzati.
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2.10.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay “ELISA”

ELISA e lacronimo dell'espressione inglese “Enzjomked
Immunosorbent Assay”.

La determinazione dellormone ABA é stata effetuatilizzando il kit
“Phytodetek® ABA Test Kit” (Agdia).

Il test per la quantificazione dell'acido abscissitelle piante utilizza un
anticorpo monoclonale anti-ABA (Weiler, 1984) edansibile nel range di
0,0064-0,16 picomoli ABA/ml (Mertenst al., 1985, Mertenst al.,1983,
Weiler, 1980, Weiler, 1979). Il principio del saggsfrutta il metodo di
misura basato sul legame di tipo competitivo deti@rpo. Il tracer diventa
marcato legandovi covalentemente un enzima; laasdell’enzima da usare
come marcatore dipende primariamente dalla suacagpne, gli enzimi
comunemente usati sono la fosfatasi alcalina, lacaglio-6-fosfato
deidrogenasi, lg3-glucuronidasi e la per ossidasi. Nel kit utilizzait
marcatore € rappresentato da una fosfatasi alceliraviene miscelata ai
campioni e di conseguenza aggiunta nei micropodettperti di anticorpo.
Una reazione di legame di tipo competitivo si insdatra un quantitativo
sempre costante di ABA-Tracer, una scarsa quadiitanticorpo e il
campione con concentrazioni di ABA sconosciute. BAA nel campione
compete con 'ABA-Tracer per il legame con il sttell’anticorpo. L’ABA-
Tracer non legato viene eliminato prima dellaggaurdel substrato, di
conseguenza il colore giallo prodotto € inversamegmoporzionale alla
qguantita di ormone nella pianta. L'intensita deloce viene correlata alla
concentrazione di ABA nel campione grazie alla ma@sbne di una curva
standard.

Il protocollo prevede le seguenti fasi.

Preparazione dell’ABA-Tracer

L’ABA-Tracer deve essere diluito aggiungendo 1 rhdqua distillata, si

incuba per 5 minuti per permettere la completa spsosione del
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liofilizzato. Si aggiungono poi 4 ml di Tracer Dént (TBS) (Trizma base
3.03 g/l, cloruro di sodio 5.84 g/l, cloruro di nmsgio 0.20 g/l e azide
sodica 0.20 g/lI-pH=7.5) e si agita vigorosamente.

Preparazione degli standard costituenti la curva

Le soluzioni standard posseggono un quantitativinsauto di ABA. Per la
preparazione dei punti della curva si utilizza ¢ania di acido abscissico
attiva e cioe zis(S)-ABA (Weiler, 1982, Weiler, 1981). La soluzione
madre di acido abscissico ha una concentrazion@.ldiumoli ABA/mI
(Stock Solution, SS). Le successive diluizioni satate effettuate come

mostrato in tabella 13.

Standard ABA TBS Buffer Picomoli Diluition
Solution ABA/m|
Al= NSB 50 ul SS 4.95 ml 1000 1:100
Bl 200 pl A1 1.80 mi 100 1:10
C1 500 ul B1 2 mi 20 15
D1 500 ulC1 2 ml 4 15
E1l 500 ul D1 2 mi 0.8 15
F1 500 plE1 2 mi 0.16 15
Gl 500 plF1 2 ml 0.032 1.5
H1=By 100 ul TBS - - -
Tabella 13

Preparazione della Substrate Solution

Una compressa di Substrato viene disciolta in Sdinfbubstrate Solution
(cloruro di magnesio 0.1 g/l, azide sodica 0.2 diktolamina 97 ml/l-
pH=9.8).

Ogni pozzetto della piastra ELISA € dedicato adglere sia gli standard
sia i campioni idrolizzati e non. In differenti pretti, quindi, si aggiungono
100 ul di soluzioni standard, 100 ul di campioneqaale e 100 pl di
campioni idrolizzati. E conveniente effettuare ymava in doppio per ogni

soluzione (standard o campione che sia). Ad ogrzgibo vengono aggiunti
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100 ul di Tracer diluito. Dopo aver agitato delaraente, la piastra viene
incubata per 3 ore a 4°C in un contenitore umidop®/lincubazione il
contenuto dei pozzetti puo essere rimosso. Segtrensuccessivi step di
lavaggio dei pozzetti con una soluzione di lavagti@ash Solution”
(cloruro di sodio 8 g/l, fosfato di sodio dibasitd5 g/l, fosfato di potassio
monobasico 0.20 g/l, cloruro di potassio 0.20 §ieen-20 0.5 g/l, azide
sodica 0.20 g/l-pH=7.4). Dopo aver rimosso ognidws di soluzione, si
aggiungono ad ogni pozzetto 200 ul di “Substratut®m”. La piastra
viene quindi incubata a 37°C per un’ora in un coittge umido. A seguito
dell'incubazione al fine di stoppare la reazionenea aggiunta, ad ogni
pozzetto, una goccia (50 pl) di “Stop Solution’r@sisido di sodio 40 g/l).
La lettura viene effettuata mediante I'utilizzo uho spettrofotometro alla
lunghezza d’onda di 405 nm.

Per calcolare la percentuale di legame di ognidstaho campione viene

utilizzata la seguente formula:

%Binding=[(B O.D — NSB O.D./BO.D. — NSB 0.D.)]X 100

Dove:

B= campione o standard

NSB= 100 pul di A1 (100 picomoli ABA/ml) + 100 pl @cer= 0% Binding
Bo= 100 pl di H1 (TBS Buffer) + 100 pul Tracer= 100%&ng

Plottando i dati ottenuti della % di legame in fiome della concentrazione
di ABA (picomoli/ml) si ottiene una curva sigmoidalLa determinazione
della concentrazione dellABA si ottiene dall'inpeiazione della % di
binding dalla curva standard.

E possibile inoltre ottenere una curva di standhripo lineare utilizzando

la seguente equazione:

Logit (B/Bg) = Ln [(B/By)/(100- (B/&)]
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CAPITOLO 3
RISULTATI E DISCUSSIONI
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3.1 ESPERIMENTO NEL LUNGO PERIODO (77 GIORNI)

3.1.1 Effetto della frigoconservazione sul contenatdi antocianine nella

polpa di Tarocco Sciara.

Il dosaggio delle antocianine su polpa Tarocco r&cia stato eseguito
secondo la metodologia descritta nel paragrafolaultivar considerata e
a polpa mediamente pigmentata, condizione necass#finché si possa
avere una modificazione del contenuto di antocenim seguito a stress
abiotici. Dal grafico che mostra come varia il amito di antocianine nei
diversi prelievi si evince che la quantita di aioine € strettamente legata
alla temperatura di conservazione, a confermaddclee € stato osservato in
lavori precedenti (Lo Piercet al, 2005). Analizzando I'esperimento
condotto si osserva che, in tutti i prelievi, ilntenuto di antocianine nella
polpa frigoconservata € sempre superiore a quella ¢golpa mantenuta a
temperatura ambiente (fig. 42). Osservando I'anawmdella curva a 25°C
si nota un decremento del contenuto in antocianéevari prelievi rispetto
al tempo zero (0.7 mg/100g). Nel caso delle ardngeconservate si vede
che tra il primo e il secondo prelievo i mg di anémine/100g di polpa non
variano, mentre aumentano nei prelievi succesdivi. particolare in
corrispondenza del quinto prelievo, dopo cioe 7atrgi dalla raccolta, il
valore € il piu elevato (1,320 mg/100g), e inolitalivario tra il contenuto
di antocianine nella polpa conservata a 4°C rispaticontrollo € massimo.
| risultati relativi all'ultimo prelievo (04/04/08)ndicano, infatti, che il
contenuto di antocianine nelle arance frigocongen&a quasi tre volte
maggiore di quello del controllo. Per tale ragiane scelto di utilizzare la
polpa del 4 aprile 2008 di Sciara 4°C e 25°C conatenmle di partenza,
dalla quale é stato estratto I'RNA totale che éostanvertito in cDNA per
la costituzione della libreria sottrattiva. La Hpia di cDNA permette

I'identificazione di geni specificatamente espressielle arance
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frigoconservate. A tale scopo, la polpa a 4°C dlguwe25°C del 04/04/08

hanno rappresentato rispettivamente il “testef™driver”.

=¢=Sciara 25°C =l=Sciara 4°C

1.4 A

1.2 A
> \
S 11
g tester
E 08
1]
£
c 06
k]
8
= 04
=4

0.2 \

0 : : driver
(0] 17 37 60 77
Giorni

Figura 42 - Effetto della frigo-conservazione (4°C) sul contiendi antocianine nella
polpa d’arancia Sciara

3.1.2 Analisi del contenuto di RNA nella polpa di @&rocco Sciara

esposta a due differenti temperature di conservaze.

Come e stato descritto nel paragrafo 2.3.2, 'RN#le estratto nei cinque
prelievi € stato quantificato al fluorimetro connietodo“Quant-iT RNA
Assay” Molecular Probes Queste misurazioni sono state effettuate al fin
di valutare come varia il contenuto di RNA totalella polpa di arance
conservate alle due differenti temperature nelacded periodo sperimentale
(77 giorni). Dal grafico (fig. 43) si nota che ngiimi 40 giorni (I e Il
prelievo) in entrambi i casi si ha un leggero inceato di RNA totale.
Inoltre si puo osservare che 'aumento di RNA wtalella prima meta del
periodo sperimentale, € piu marcato nel caso @eHace frigoconservate.
Al terzo prelievo si ha il picco massimo per entbaraampioni, con un
contenuto superiore di RNA nel caso di arance nmam¢ea temperatura

ambiente. Dopo il sessantesimo giorno (lll prellevei osserva un
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decremento di entrambe le curve ed in corrisporaleefi’ultimo prelievo il

contenuto di RNA dei due campioni &€ quasi coincieen

—— Zroiara 25°C

400
—— Zroiara 4°C

350
300
250 1
200 4

150 A

RIVA totale (pg/ml)

0 17 37 60 7

Giorni

Figura 43 —Variazione del contenuto di RNA totale nella patiharance Sciara
conservate a 4°C e a 25°C.

3.1.3 Classificazione dei trascritti differenziali

La costruzione e I'analisi dei cloni sono stategegie come descritto nella
parte metodologica. La libreria sottrattiva di cDN#&enuta e costituita da
519 cloni. In base alla loro funzione questi soati slassificati in 15 classi.

Le classi funzionali e le relative percentuali sonostrate nella seguente

figura (fig. 44).

METABOLISMO DEGLI METABOLIZMO DEGLI
AMINOACIDI; 0,58%

ACIDI GRAZEI E DEI LIPIDI, SCOMOSCIUTI, 15,03%
3,66%

NON-CLAZSIFICATI, 7,13%

METABOLISMO DEI ALTRE, 0,96%

DEGRADAZIONE DELLE  WUCLEOTIDI; 1,93%‘\
PROTEINE; 7,13%

METABOLISMO PRIMARIO,
4,62%

SIMTESI DELLE PROTEIME,

7.31% METABOLISMO

. 0,
TRASPORTO SECONDARIO; 4,82%

INTRACELLULARE; 8,45%
TRAZCRIZIONE, 7,13%

DESTINAZIONE PROTEIME,

0,58% SVILUPFO CELLULARE,

TRASDUZIONE E°>EL DIFEZA CELLULARE, DVISIONE CELLULARE E
SEGMALE; 5,01%  MORTE CELLULARE, SINTESI DEL DINA. 4,05%
INVECCHIAMENTO; 21,58%

Figura 44 — Classificazione funzionale dei cloni
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Metabolismo primario e secondario

Il 4,62% dei cloni identificati sono geni che cac#ino per enzimi implicati
in reazioni che portano alla sintesi di proteinatboidrati, lipidi e acidi
nucleici, composti che essendo essenziali pertl eiil benessere della
pianta, sono definiti metaboliti primari. La porm@piu abbondante dei geni
isolati (1,16%) e costituita da proteine che legaaoclorofille. Questi
complessi multiproteici costituiscono i fotosistendella membrana
tilacoidale e durante la fase luminosa del procdsgusintetico assorbono
I'energia radiante e la trasformano in energia aténcon produzione di
ATP e NADPH. Alcuni dei geni isolati, come il frodio-bisfosfato aldolasi,
il piruvato chinasi e il gliceraldeide-3-fosfatoidi®genasi, sono coinvolti
nella glicolisi; altri come la fosfoenolpiruvatorbassichinasi intervengono
nella gluconeogenesi.

Il 4,82% dei cloni sono geni che codificano perzieai del metabolismo
secondario, cui sottendono le reazioni correldte\dta d'interrelazione con
I'esterno. Nel caso specifico, quasi tutti i clasolati codificano per enzimi
che intervengono nella biosintesi dei flavonoidmenla calcone sintasi, la
fenilalanina ammonio liasi, la 4 Cumaroil-CoA ligasantocianidina
sintetasi e altri enzimi chiave della sintesi dell®ocianine. Inoltre sono
stati individuati geni che codificano per enzimiecintervengono nella

sintesi dei carotenoidi, anch’essi metaboliti seleoi

Fattori di trascrizione

Del 7,13% dei cloni catalogati in questa classezifumale, circa la meta é
rappresentata da fattori di trascrizione, protaihe legano il DNA in una
regione specifica di un promotore o di un enhancegolando poi la

trascrizione. L'1,75% é costituito da zinc fingeofeins (domini a dita di

zinco) che contengono ripetizioni di residui diteisa e istidina che legano
ioni zinco e si ripiegano in strutture ad ansaaldidhe legano il DNA. |l

resto e costituito da coattivatori e da proteine cbntengono bromodomini.
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Sviluppo cellulare, divisione cellulare e sintesl ®NA

Il 4,05% dei cloni appartiene a questa categonaparticolare abbiamo
isolato geni che codificano per proteine che aaisttono il citoscheletro
come la tubulina, fattori che depolimerizzano laat pectinesterasi,

arabinogalattano-proteine.

Difesa cellulare, morte cellulare e invecchiamento

La porzione piu abbondante di cloni, il 21,58%, aipne a questa classe
funzionale. In particolar modo sono state isolatetgine coinvolte nella
difesa cellulare in risposta agli stress abioticiine le deidrine (6,7%), le
metallotionine (1,9%) e le tioredoxine (2,9%). Leadtine sono proteine che
svolgono un ruolo chiave nella prevenzione dei daaltulari in condizioni
di stress abiotico. Le metallotionine (MTs) hannta dunzione essenziale
nell'omeostasi dello zinco intracellulare a causladioro elevata affinita
per lo zinco, che € a sua volta fondamentale peisfosta immunitaria e
I'attivita antiossidante. Le tioredoxine infine soproteine che agiscono
come antiossidanti facilitando la riduzione di a@lproteine. L'1,73% é
costituito dalle glutatione transferasi (GST), lotaate soprattutto nel
citosol, dove le loro funzioni catalitiche includora coniugazione e la
risultante detossificazione da erbicidi, la ridumadi idroperossidi organici
formatisi a causa di stress ossidativo e [lisonzezmne del
maleilacetoacetato, un passo fondamentale nelaéaato della tirosina. Le
GST hanno anche ruoli non catalitici, legando flavdi naturali nel citosol

prima della loro deposizione nel vacuolo.

Trasduzione del segnale

Il 5% dei cloni intervengono nei meccanismi di thasione del segnale in
cui un segnale extracellulare viene trasdotto neathido il comportamento
della cellula bersaglio. La trasduzione avvienentta recettori, proteine di
membrana, o proteine solubili che possiedono uaadyg affinita per una

seconda molecola, detta ligando (ad esempio um'gltoteina, un acido
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nucleico, o una molecola a basso peso molecol@tegventi che seguono
il legame del ligando al recettore vanno sotto dme di "cascata di
trasduzione del segnale". Per generare una rispedtaare specifica il

segnale deve essere trasferito all'interno dellalaequesto avviene grazie
all'azione di una serie di piccole molecole: i setiomessaggeri. Questi
vengono generati conseguentemente all'attivazieheedettore, diffondono
rapidamente e trasportano il segnale ad altre galta cellula. Sono state
isolate proteine chinasi, proteine fosfatasi, MA#hasi, recettori associati a

proteine, proteine che legano il calcio e 'ATP.

Trasporto intracellulare

L'8,48% dei cloni e rappresentato da geni che ¢oatio per proteine
coinvolte nel trasporto di soluti all'interno delleellula (acquaporine,
poroproteine, proteine trasportatrici, fosfoenalpato traslocatore). Queste
si distinguono in proteine canale e proteine trasgrici. Le prime formano
un poro attraverso il doppio strato lipidico detleembrana permettendo il
passaggio di soluti; le seconde legano la molecloéadevono trasportare e
subiscono un cambiamento conformazionale che p&nietrasferimento

della molecola dall’altro lato della membrana.

Sintesi e degradazione delle proteine

Il 7,32% di cloni e rappresentato da proteine rdmosili, initiation factors
che sono proteine che legano piccole subunitabdisdmi durante I'inizio
della traduzione edlongation factorsche sono proteine che intervengono
negli steps successivi.

Il 7,13% € costituito da cloni che appartengonoa atllasse della
degradazione delle proteine, un processo importgudato la loro sintesi.
Infatti, molti processi cellulari, quali la regolame del ciclo e della
divisione cellulare, lo sviluppo e il differenziante, la risposta cellulare
allo stress e agli stimoli extracellulari, la maakzibne dei recettori e dei

canali ionici di membrana, la riparazione del DNA la regolazione
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trascrizionale, sono controllati tramite una rapitdmradazione di proteine
regolatrici specifiche. Sono state isolate protgasieteosomi e proteine che
si legano all’'ubiquitina, che si lega tramite legaoovalente alla proteina

indirizzandola verso la sua degradazione.

Metabolismo degli acidi grassi

Il 3,65% dei cloni & costituito da geni che codifio per enzimi che

intervengono nel metabolismo degli acidi grassmede desaturasi. Come
abbiamo visto nei paragrafi precedenti Il'acclimaiae determina

I'attivazione di geni codificanti per desaturasipyiocando cosi I'aumento
nella proporzione di acidi grassi insaturi e quindicalo nella temperatura

di transizione.

3.1.4 RT-REAL TIME PCR

Nei campioni Tarocco Sciara, il contenuto di ardagie nella polpa frigo-
conservata assume un andamento crescente finofiadadel periodo
sperimentale, con livelli di antocianine piu elewdit quelli del controllo
durante tutto il periodo sperimentale e con un @udente divario nel
contenuto di antocianine osservabile in corrisporzdelell’ultimo prelievo.
Al termine del periodo sperimentale il cDNA “testdrarocco Sciara 4°C
mostra livelli di espressione molto piu elevati dab controllo a 25°C di
tutti i geni coinvolti nella biosintesi delle antanine, come mostrato nella
tabella 14.
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Espressione Relativa di
Sciara 4°C normalizzata
al Controllo 25°C

2-AACT
2-deidro-3deossifosfoeptonato aldolasi
21+0.7

(DAHP)
Corismato mutasi (CM1) >1000 (nd
Fenilalanina ammonio liasi (PAL) 855+ 11
4-CumaroilCoA ligasi (4CL) 52+ 1.1
Calcone sintasi (CHS) 245+ 6
Antocianidina sintasi (ANS) 85+ 1.5
Diidroflavinolo reduttas{DFR) 89+ 1.5
UDP-glucosio:flavonoide 3-O-

. 192+ 6
glucosiltrasferasfUFGT)
Glutatione-S-trasferasi (GST) 154+ 3
Tabella 14 “nd: not detectable at 25°C

Sono stati anche esaminati i livelli di espressideieprocessi a monte della
via dello Shikimato. Nel citosol della cellula, atfi, 'enzima Citrato liasi
catalizza la formazione di Ossalacetato e AcetilGoAartire da Citrato,
ATP e CoA. Parte dell'acetilCoA appena formato edrasferita all’interno
del plastide entrando a far parte nei processiafiittesi degli acidi grassi,
degli steroli e dei composti isoprenoidi. Una pord pero viene
trasformata in MalonilCoA. L'enzima Calcone Sint¢68IHS) catalizza la
formazione di calconi, che entrano nella via bitetina dei flavonoidi, a
partire da MalonilCoA e p-CumaroilCoA. L'Ossaladetdormatosi viene
decarbossilato ad opera dellenzima Fosfoenol pimvcarbossichinasi
(PEPCK) formando fosfoenolpiruvato (PEP). Parte BEIP sintetizzato

entra nel ciclo glicolitico, mentre parte viene spartata, dal carrier
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Fosfoenol piruvato Traslocatore (PEPtr) all'interndel plastide
intervenendo nella sintesi della fenilalanina. Canevince dalla tabella 15,
gli enzimi chiave di questo ciclo sono sovraesprassl campione
frigoconservato rispetto al controllo a temperatmriente.

Espressione Relativa di
Sciara 4°C normalizzata
al Controllo 25°C

2—AACT

Citrato liasi 1052+ 13
Fosfoenolpiruvato/fosfato trasfocatore

48+ 0.8
(PEPTY)
Fosfoenolpiruvato carbossichinasi

50+ 1.1
(PEPCK/ATP)

Tabella 15

Tra i cloni della genoteca contenente i trascsiéecificatamente espressi a
4°C sono stati identificati i cDNA codificanti pkx fosfomevalonato chinasi
(PMK), per Tlisopentenilpirofosfato isomerasi (IPPSe per la
farnesildifosfato sintetasi (FDPS). Come € possibgservare nella tabella
16, anche questi enzimi risultano sovraespresscampione mantenuto a

4°C rispetto al controllo mantenuto a temperatunaiante.
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Espressione Relativa di
Sciara 4°C normalizzata al
Controllo 25°C

2—AACT
Fosfomevalonato chinasi (PMK) 1722+ 20
Farnesil difosfato sintasi (FDPS) 1+0.1
Isopentenil pirofosfato isomerasi (IPP) 8+0.2

Tabella 16

Questi enzimi intervengono nella via metabolica c@nposti isoprenoidi
che rappresentano i precursori dei carotenoidi Fadelo abscissico
(ABA). Nelle piante 'ABA deriva sia dal fg-cis-epossicarotenoide sia
dalla 9'cis-neoxantina e/o @is-violaxantina, che sono trasformate dalla 9-
cis-epossicarotenoide diossigenasi (NCED) in xantessiili diretto
precursore @ dellABA (fig. 9; pag. 22). E’ stato ultimamenteaertato
che I'NCED e I'enzima chiave nella regolazione dddiosintesi del’ABA
(Zacariaset al., 2006). Gli stessi autori hanno isolato due gemwiifazanti
per I'NCED in Citrus sinensis NCED1 e NCED?2. Inoltre, essi hanno
osservato che l'espressione di NCED1 aumenta mhegjge di arancio in
condizioni di stress idrico e nei frutti durantenbaturazione, mentre il gene
NCEDZ2, nelle stesse condizioni, non si esprime;stjugati suggeriscono
che NCED1 gioca un ruolo primario nella biosintdsi’ABA sia nelle
foglie sia nei frutti, mentre NCED2 sembrerebbe Ig&® un ruolo
sussidiario (Zacariast al., 2006). Allo scopo, quindi, di valutare il ruolo
svolto dall’ABA in condizioni di stress da bassenfeerature, ed essendo,
inoltre, disponibili in banca dati le sequenzetige ai geni codificanti per
I'aldeide ossidasi (AOX), per NCED1 e NCDEZ2 (figh)4dlaCitrus sinensis
abbiamo eseguito degli esperimenti di PCR quamn#tain real time per

monitorare I'espressione dei suddetti geni duratuéo il periodo
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sperimentale, anche se essi non risultavano esspeeificatamente
contenuti nella genoteca sottrattiva. Nella figuta sono riportati gli

andamenti dell’espressione relativa dei geni rispak tempo zero alle due
temperature; i valori di espressione a 25°C di tugeni si mantengono
intorno a valori simili rispetto al tempo zero ceariazioni statisticamente
non significative. L’'enzima aldeide ossidasi (AOXa mostrato livelli di

espressione abbondati e costantemente espressntaluib periodo

sperimentale (dato non mostrato). Cio ci ha indattaitilizzarlo come gene
normalizzante I'espressione dei geni che invecaevaub una regolazione
(down o up- regulation) imposta dalle condizioni di stres=ll&l fig. 45

sono illustrati i risultati delle analisi ottenutel caso dei geni NCED1 e
NCED2. Come si pud osservare, I'espressione dek geGED1 viene

fortemente indotta a 4°C raggiungendo un valore @& volte superiore
rispetto al controllo in corrispondenza del Il peeb. | valori si mantengono
mediamente intorno a 5 volte superiori al tempoozanche durante il
successivo Il prelievo ed alla fine del periodemsmentale diminuiscono
mostrando livelli di poco superiori al controlloefPconverso, I'espressione
di NCED2 e down-regulated dalle condizioni di stress imposte;
'espressione relativa di questo gene rispetto eahpio zero, infatti,

diminuisce costantemente durante tutto il periogerimentale fino ad

essere quasi nulla in corrispondenza dell’'ultimalipvo.
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Figura 45 — Livelli di espressione di NCED1 e NCED2 in caompiTarocco Sciara
conservati a 4°C (i valori di espressione a 25°@aatati omessi in quanto si mantengono
intorno a valori simili rispetto al tempo zero cowariazioni statisticamente non
significative).

Questi risultati evidenziano il ruolo primario ckeolge il gene NCED1,
rispetto al gene NCED2, nella sintesi del’ABA inlpa di arancia rossa in
condizioni di stress da basse temperature, confetmguanto gia osservato
da altri autori in foglie di arancio soggette adiatazione (Zacariast al.,
2006). Inoltre, I'induzione di NCED1, enzima chiagtella via biosintetica
che conduce allABA, e degli altri geni posti molto monte di questo
pathway (PMK e IPP), sembrerebbero suggerire chepasta allo stress da
basse temperature sia di tipo ABA-dipendente. Queshclusione sarebbe
suffragata dal fatto che i fattori di trascrizioR®EB1/CBF che mediano la
risposta ABA-indipendente non sono stati isolatiangenoteca sottrattiva.
Infine, e di rilevante interesse riportare chepreimotore del geneor (cold
regulated) codificante per la diidroflavanol-4-rédai (DFR) (Lo Piercet
al., 2005) isolato dalla polpa di arance rosse, soresgmti diversicis
elementper il legame di G-box binding factors (via ABApéndente),
mentre non sono stati riscontrati segnali di ricmmento dei fattori
CBF/DREBL1 (via ABA-indipendente) (fig. 46).
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-98€ CTGAAAAGCAGCGATTCAAAATTTTCAAGICACAGTAACTAGTATTTATCAAAATTTTC -92¢

SBF-1
-86¢&
GAATCATAATAACAAATATTTATCACAAACACTTTAATATTGTAACTTAAACGTTACAGT -80¢&
SBF-1
-74¢€
SBF-1

TCTCTAATCTCAATACTAAGTATGI TTTTACAATATAAGT TTGAATCAATTTTTTTTAGT -68¢
-62¢€

Dof3
TTTCACTTCTATAGCCTAATAATCATTGATTCAATACTCAACAAAAGATAAGT TTAATAT -56¢&
-50¢&
TGAATTATTGTCTACTCAACTAACTTGTACACTTATCTCTTATCTACATTAATTTGAGAG -44¢

GA-myb
-38¢

Dof3
ATAATCTCACAAGTAAATGATAGAACT. AC‘AAATTATTTTTGATAATTTAAT(;‘I: (_3(_39A_‘|’_A_A -328
DFR-GSP2/2-rev Dof3

-26¢&

DFR-GSP1/2-rev
TCATTTTGGT TAGATGAACAAAAATATTCTTAAACGGCATCGATATTTACGAAAAGI TTG -20¢

G-BOX GA-myb G-BOX
-14¢€
Myb TATA BOX
TGAATAATACAAACTCTCTTTGATTCAATAGCTCCCTCTTTTATCTAGCTCTTCCGCAAG -88
Transcription start
-28
TTTTGCAAGTAAGGCCTTATTCT TTTf(J:"T TATTAAGATCGAAGGACTGAACTTCCGATGT +32
+93
FR-GSP2-rev
GATCAGAATCATGATTGGGCGT TCATAAGAATGACAAGTAAAGGAAATTGGGTTGITGTG +157
DFR-GSP1-rev
+21%

CTTCATAATAATAAAGGACGT TTGTGTTAGAATTAGT GGCGAAACGAGT TTGGAATTTAC +27%

GITGTGCTGCAAGATTTTCTCCCTAATAGT AACACAAGCAACCCAAAAGTAGGCCCAAGTC

Figura 46 — Promotore del gene cor codificante per la diitik@anol-4-reduttasi (DFR)
contenente cis-elementi per il legame di G-box ibigdiactors.
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| fattori di trascrizione di tipo G-Box hannadis-element(cioe le zone
riconosciute sul promotore dei geni attivati) simailquelli dei fattori ABRE
(vedi Introduzione), che tipicamente intervengonellan via ABA-
dipendente.

3.1.5 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay “ELISA”

Si é valutata anche la concentrazione di ABA neduéo e la sua variazione
nel periodo sperimentale. In particolare si e \ahtla concentrazione di
acido abscissico totale (comprendente la frazigieldgicamente attiva e
quella coniugata). Come mostrato nel grafico (féj/) i campioni
frigoconservati mostrano una concentrazione piuaggedi acido abscissico
durante tutto il periodo sperimentale rispetto abacentrazione rilevata nei
campioni mantenuti a 25°C, inoltre si osserva chel® giorno (1°
prelievo) la concentrazione di ABA nei campionirigérati raggiunge
valori massimi (130 picomoli/ml), diminuendo pond a valori simili a
quelli riscontrati al tempo 0. Si é valutato poatpiera la frazione di ABA
libero e attivo nella polpa (fig. 48) e la fraziodeABA coniugato e quindi

biologicamente inattiva (fig. 49).
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Figura 47- Livelli di concentrazione di acido abscissico @Botale in campioni Tarocco
Sciara conservati a 4°C e 25°C.

Come si evince dalle figure 48 e 49 la frazione gnarg di acido abscissico

nella polpa di Tarocco Sciara € sotto forma cortmdeairca il 50%), quindi
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biologicamente inattiva. Tuttavia, € possibile mnetacome, in
corrispondenza del 37° giorno, momento in cui éastatata una maggiore
espressione dei geni codificanti per NCED1, laifnag di ABA legato nel
campione frigo conservato € scarsa (7 picomoli/mmijentre la
concentrazione di ABA fisiologicamente attiva halova di circa 15
picomoli/ml, suggerendo l'ipotesi che la rispostido astress da freddo

nell’arancia rossa possa essere di tipo ABA-dipetede
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Figura 48- Livelli di concentrazione di acido abscissico @Hisiologicamente attivo in
campioni Tarocco Sciara conservati a 4°C e 25°C.
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Figura 49- Livelli di concentrazione di acido abscissico @yBconiugato in campioni
Tarocco Sciara conservati a 4°C e 25°C.
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3.2 ESPERIMENTO NEL BREVE PERIODO (15 GIORNI)

3.2.1 Effetto della frigoconservazione sul contenatdi antocianine nella

polpa di Tarocco Sciara.

Il dosaggio delle antocianine su polpa Tarocco réce stato eseguito a
partire da arance prelevate in Gennaio 2010. Anelieesperimento basato
sul monitoraggio nel breve periodo, si conferma dhequantita di

antocianine nei diversi prelievi & strettamenteatagalla temperatura di
conservazione, a conferma di ci0 che e stato osterwmel lavoro

precedente. Si osserva che, in tutti i prelievicohtenuto di antocianine
nella polpa frigoconservata € sempre superiore allgudella polpa

mantenuta a temperatura ambiente (fig. 50). Ossdovdlandamento della
curva mostrante il contenuto in antocianine neimam conservati a 25°C,
si nota una concentrazione di pigmenti sempre ntstaer tutto il periodo
sperimentale con valori simili a quelli del temp@d06 mg/100 g). Nel caso
delle arance frigo conservate e possibile notare dbpo 6 giorni di

trattamento alle basse temperature il contenut@niociani quadruplica (2
mg/100 g) per poi ridiscendere fino a valori pitsdiama sempre superiori

rispetto ai valori registrati per il controllo a’Za

3 -
—4#—SCIARA 4°C —l=—SCIARA 25°C

0 T T T T T 1

0] 3 6 9 12 15
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Figura 50- Effetto della frigo-conservazione (breve perioddfC) sul contenuto di

antocianine nella polpa d’arancia Sciara
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3.2.2 RT-Real Time PCR

In seguito alla determinazione del contenuto irb@anhine nei campioni
durante tutto il periodo sperimentale, si & decwiovalutare come
I'espressione di tutti i geni coinvolti nella biogesi delle antocianine
variasse in relazione al tempo e alla temperatucamkservazione. Tutti gli
enzimi coinvolti nella produzione delle antocianingstrano livelli di

espressioni molto piu elevati nella polpa frigo semvata, ed inoltre i
maggiori livelli di espressione si riscontrano dop@ e 15 giorni di

frigoconservazione. Nel caso specifico della fdanaa ammonio liasi, che
e il primo enzima della via biosintetica delle arndmine, € possibile notare
che I'enzima & espresso 252 volte in piu rispettermpo 0 dopo 15 giorni
di conservazione a 4°C, mentre l'espressione delegan campioni

conservati a temperatura ambiente si mantiene resthurante il periodo

sperimentale (fig. 51).
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Figura 51 — Livelli di espressione di PAL in campioni Tarocciara conservati a 4°C e a
25°C

Anche l'enzima 4-cumaroilCoA €& sovraespresso alssb temperature
registrando una massimo di espressione dopo 18igibconservazione (24

volte) rispetto al tempo 0 come mostrato nellarigb2.
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Figura 52— Livelli di espressione di 4-CL in campioni Taroc8ciara conservati a 4°C e a
25°C

Come si evince dal grafico (fig. 53), I'enzima QGale Sintasi (CHS) e
sovraespresso nei campioni a 4°C mantenendo \ellevati alla fine del

periodo sperimentale (12° e 15° giorno).
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Figura 53 — Livelli di espressione di CHS in campioni Taro@&ciara conservati a 4°C e a
25°C
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L’analisi di espressione per i geni DFR, ANS, UF@&IST mostra risultati
simili (fig. 54), (fig. 55), (fig. 56) (fig. 57).
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Figura 54— Livelli di espressione di DFR in campioni Tarocgciara conservati a 4°C e a
25°C
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Figura 55— Livelli di espressione di ANS in campioni Taro&mara conservati a 4°C e a
25°C
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Figura 56— Livelli di espressione di UFGT in campioni Taroc8ciara conservati a 4°C e
a 25°C
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Figura 57— Livelli di espressione di GST in campioni Taro&mara conservati a 4°C e a
25°C

La maggiore espressione degli enzimi coinvolti aelliosintesi delle
antocianine si verifica tra il 4° ed il 5° preliewdoe dopo 12 e 15 giorni di
stoccaggio delle arance; tuttavia, I'incrementesjpressione di questi geni
non & accompagnato da un’aumentata sintesi deleianine nella polpa di

arancia. Si nota, infatti, che la concentrazioneamliocianine € massima
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dopo 6 giorni di trattamento (2° prelievo) ed ig@#o diminuisce (fig. 52
pag. 135). E possibile pero ipotizzare che l'aumenespressione dei geni
nelle ultime fasi dell'esperimento nel breve pedqabssa servire al frutto
come fase preparatoria per una nuova sintesi amigal. L’analisi
comparativa dei dati ottenuti durante la conseorai prolungata
(esperimento nel lungo periodo) e la conservazibreve, sembrerebbe
suggerire, infatti, che la netta attivazione denigendotta dal freddo
osservabile alla fine della breve conservazion@i@lievo/15 giorni) possa
essere messa in relazione all'innalzamento deillilivédi antocianine
registrati durante la conservazione prolungatalllpeelievo/17 e 37 giorni)
(fig. 45 pag 115). E’ probabile, infine, che il pac nel contenuto di
antocianine osservato al Il prelievo/sesto giorncellad breve
frigoconservazione possa essere ricondotto ad duwione dei geni
coinvolti nella loro sintesi che si dovrebbe veidiie in stretta successione
all'imposizione dello stress (poche ore dopo lesd), e che non é stata
ancora oggetto di analisi.

E stata inoltre studiata la variazione di espremsialei geni che
intervengono nella via metabolica dei composti tieapidi e che
rappresentano i precursori dei carotenoidi e ded@ abscissico (ABA):
PMK, FDPS e IPPS, oltre chgli enzimi chiave della via biosintetica
dellABA, 'NCED1 e 'NCED2. Sia gli enzimi fosfom&alonato chinasi sia
l'isopentenil pirofosfato isomerasi dimostrano umdamento simile,
essendo fortemente espressi dopo 15 giorni (fig. (§8. 59); mentre
'enzima farnesil difosfato isomerasi risulta norspeesso (dato non

mostrato).
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Figura 58 — Livelli di espressione di PMK in campioni Taroc8ciara conservati a 4°C e
a 25°C

O4cC @ 25°C
800 ~

600

400

Espressione Relativa

200 A

—_—'&

0 3 6 g 12 15

Giorni

Figura 59— Livelli di espressione di IPPS in campioni Taro@&ciara conservati a 4°C e a
25°C

Anche gli enzimi chiave della via biosintetica &®BA risultano
maggiormente espressi nei campioni frigo consem@tancora una volta
I'enzima NCEDL1 risulta svolgere un ruolo chiaveladintesi dellABA

rispetto al’enzima NCED2 (meno espresso) (fig. §0y. 61).
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Figura 60- Livelli di espressione di NCED1 in campioni TazocSciara conservati a 4°C
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Figura 61— Livelli di espressione di NCED2 in campioni TatocSciara conservati a 4°C
ea25°C

In definitiva, I'espressione dei geni coinvolti lzelia metabolica di sintesi
dell’acido abscissico, sia quelli che agiscono dtede prime fasi della via
biosintetica (PMK, IPPS e FDPS) che quelli coinvoltlle tappe finali
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(AOX, NCDE1 e NCDEZ2) € fortemente indotta dalla semvazione delle
arance a freddo (4°C). Il livello di massima indum si verifica per la
maggior parte degli enzimi esaminati alla fine pefiodo sperimentale (15
giorni).

3.2.3 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay “ELISA”

Si & voluto, inoltre, valutare la variazione di centrazione dell’'ormone
nella polpa di arancia frigoconservata e nel cdistrmantenuto a 25°C.
L'analisi € stata effettuata con il metodo ELISAnm® descritto nella
sezione Materiali e Metodi. Dopo aver analizzatodacentrazione di ABA
totale (fig. 62) nel frutto si sono valutate lezi@ni di ABA coniugato (fig.

63) e di ormone fisiologicamente attivo (fig. 64).
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Figura 62- Livelli di concentrazione di acido abscissico @Botale in campioni Tarocco

Sciara conservati a 4°C e 25°C.
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Figura 63- Livelli di concentrazione di acido abscissico @Bconiugato in campioni
Tarocco Sciara conservati a 4°C e 25°C.

=—4#—SCIARA 4°C
30

—— SCIARA 25°C
25

™
20 \

£ \\
o 15
£
oo

10

5

0

0 3 6 9 12 15

Giorni

Figura 64- Livelli di concentrazione di acido abscissico @Hisiologicamente attivo in
campioni Tarocco Sciara conservati a 4°C e 25°C.

Nei campioni conservati a 4°C i livelli di acido salissico mostrano un
andamento crescente fino al sesto giorno di coaz@mwe, quindi
decrescono fino alla fine del periodo sperimentae maggior aliquota si
trova sottoforma di ABA-coniugato (14 pmol/ml) m@arete quantita di

ABA fisiologicamente attivo sono presenti (7 pmdyml dati relativi
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all'espressione dei geni ed ai livelli di ABA sermalebbero suggerire che la
risposta al cold stress nell'arancia rossa sigpdi ABA dipendente. Ancora
una volta, cosi come nel caso dei risultati ottemetl'esperimento nel
lungo periodo, questa conclusione sarebbe suffiadgtfatto che i fattori di
trascrizione DREB1/CBF che mediano la risposta ABdipendente non
sono stati isolati nella genoteca sottrattiva. Quedati sono interessanti
perché si potrebbero organizzare piani di stococaggost-raccolta,
coincidenti con il trasferimento del prodotto aterno, durante i quali
trattamenti con ABA esogeno, eventualmente acctippthun periodo di
frigoconservazione, conducano ad arance contercamtiponenti ad elevato
grado di nutraceuticita e che, immesse nei mentt&inazionali, esaltino le
peculiarita dei nostri prodotti e ne pubblicizzirmenefici.

L’analisi comparativa dei dati ottenuti durantetamservazione prolungata e
la conservazione breve, sembrerebbe suggerireachetia attivazione dei
geni indotta dal freddo osservabile alla fine déliave conservazione (15
giorni) possa essere messa in relazione all'innadzao dei livelli di ABA
registrati durante la conservazione prolungata i&ligvo/17 giorni),
momento in cui i livelli di ABA raggiungono valodi dieci volte piu elevati
di quelli riscontrabili durante la breve conseread. Inoltre, il riscontro
esclusivo della forma fisiologicamente inattiva &F° giorno della
conservazione prolungata € come gia espresso nalsetj stress pregresso
imposto ai frutti. E’ probabile, infine, che il @ic al sesto giorno della breve
frigoconservazione possa essere ricondotto ad duwione dei geni
coinvolti nella sintesi dellABA che si dovrebbe nfeare in stretta
successione all'imposizione dello stress (poche dwpo lo stress); e
significativo che in questa fase “precoce” del pao di stress il 50%
dellABA totale sia nella forma fisiologicamente tigh, e che
contemporaneamente i livelli di antocianine si imm® raggiungendo il

loro massimo livello.
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3.2.4 Caratterizzazione dei fattori di trascrizioneisolati mediante la

genoteca sottrattiva.

In ultima fase e stata approfondita la conoscermgdattori di trascrizione
isolati e classificati mediante la costruzione aldilbreria sottrattiva. Come
gia accennato, 18 cloni isolati rappresentano tiadlictrascrizione, proteine
che legano il DNA in una regione specifica di urorpotore o di un
enhancer, con conseguente regolazione della taswe, con una
ridondanza del 3,47%. La meta (1,75%) e costittétazinc finger proteins
(domini a dita di zinco) che contengono ripetiziainiresidui di cisteina e
istidina che legano ioni zinco e si ripiegano irutre ad ansa (dita) che
legano il DNA. La restante parte e caratterizeat& attori di trascrizione di
tipo NAC-Like. 1 9 cloni isolati codificano per dudiversi fattori di
trascrizione NAC-Like. Dalle analisi effettuate liztzando il programma
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), si & aot che 7 cloni
codificavano per il fattore di trascrizione iderm#to ed isolato irCitrus
sinensis(Accession Number: DY305470), mentre due codifacew per un
fattore di trascrizione diverso, identificato dadlequenza CX301924, isolata
dalle radici diCitrus sinensisSono stati quindi disegnati i primers specifici
alle due sequenze e mediante Real Time-PCR ésthitata la variazione

di espressione dei fattori di trascrizione (fig.6fg. 66).
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Figura 65 — Livelli di espressione di Transcription factorAN-LIKE DY305470 in
campioni Tarocco Sciara conservati a 4°C e a 25°C
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Figura 66— Livelli di espressione di Transcription factor 8A.ike CX301924 in campioni
Tarocco Sciara conservati a 4°C e a 25°C

Come e possibile osservare, in entrambi i caspitessione dei geni non e
indotta nei campioni mantenuti a 25°C, assumendiarivpari e costanti a

quelli del tempo 0. L'espressione dei geni nei campfrigoconservati,
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invece, €& nettamente influenzata dalla temperatdra stoccaggio,
aumentando di ben 100 volte dopo 15 giorni nel cdsb fattore di
trascrizione di tipo NAC-Like DY305470; e di 25 w@ldopo 15 giorni nel
fattore di trascrizione NAC-Like CX301924. La magg espressione dei
geni codificanti per i fattori di trascrizione inolpa di arancia rossa
mantenuta a 4°C ci permette di assumere che qiadiri siano di tipo
“Cold Induced”. A conferma di cio, si & quindi deeidi valutare il livello di
espressione dei geni codificanti per i transcripfiactors di tipo NAC-Like
(DY305470 e CX301924), e dell'enzima DFR, coinvoitella biosintesi
delle antocianine, anche in arance a polpa biondacobnservate per 15
giorni. Le arance utilizzate a tale scopo appadenglla cultivar Valencia
late (cultivar di tipo tardivo) e sono state rate@ campionate nel mese di
Marzo; i frutti sono stati divisi in due diversiuppi e conservati per un
periodo di 15 giorni a 4°C e a 25°C. | prelievi ldepolpa sono stati
effettuati al 12° e 15° giorno e il cDNA é statdeoiuto utilizzando il kit
“SuperScriptTM Il Two-Step gRT-PCR Kit”. Il cDNA ttenuto e stato
utilizzato per PCR quantitativa in Real Time.

L’analisi comparativa dell'espressione dei geningoiti nella sintesi delle
antocianine, ed in particolare dell’enzima DFR, differenti cultivar di
arancia mette in evidenza che, nella cultivar ngmpntata, questi geni non
sono indotti dallo stress imposto dalla frigocomagione, non sono cioe
“cold regulated” (fig. 67); di contro I'analisi d&spressione dello stesso
gene in arance pigmentate aveva messo in evidemzactemento della
espressione dell’enzima di 26 volte in piu rispetttempo 0 dopo 12 giorni
e ben 38 volte in piu rispetto al tempo 0 dopo 1&rrg nei campioni

frigoconservati.
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Figura 67— Livelli di espressione di DFR in campioni Valencbnservati a 4°C e a 25°C

Il pattern di espressione dei geni NAC-like (DY3@B4e CX301924),
precedentemente identificati come differenzialmesdpressi in condizioni
di cold stress in arance rosse, risulta essererdiite nelle cultivar di arance
in analisi. In particolare, I'espressione del featdNAC-like (CX301924)
non subisce attivazione durante la frigoconservezidelle arance non
pigmentate, nelle quali esso non é evidentemente regulated (fig. 68).
Questi risultati sembrerebbero suggerire che iltofat NAC-like
(CX301924) possa essere coinvolto nell'induzionkadggmentazione che
si verifica durante la frigoconservazione dellenamrosse. Questa ipotesi
sembrerebbe essere supportata dalla presenza owlotpre del gene
codificante la DFR, che come precedentemente dwitoviene espresso
nella cultivar bionda, (Lo Pier@t al, 2006) di un tipicocis-element
(CATGTG) che fungerebbe da sito di riconoscimerdpigattori NAC-like.
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Figura 68— Livelli di espressione del fattore di trascrizeotNAC-Like (CX301924) in
campioni Valencia conservati a 4°C e a 25°C

Di contro, il fattore di trascrizione NAC-Like DY3@70 risulta essere
maggiormente espresso in condizioni di frigoconseinne sia nella cultivar

pigmentata Sciara, sia nella cultivar bionda Vailenate (fig. 69), potendo

quindi affermare che il pattern di espressiondferminzialmente espresso in
condizioni di cold stress.
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Figura 69— Livelli di espressione del fattore di trascrizeoetNAC-Like (DY305470) in
campioni Valencia conservati a 4°C e a 25°C
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