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OGGETTO: Relazione scientifica sull’attività di ricerca svolta dal dott. Antonio Moretti presso l’USDA di Peoria, USA, nel periodo 3-24 Ottobre, nell’ambito del Programma Short– Term Mobility  2007

Titolo del Programma: Valutazione dell’espressione dei geni della Polichetide Sintasi (PKS) nelle specie di Fusarium (“Screening Polyketide Synthase (PKS) Gene Expression in Fusarium Species”)
Le attività scientifiche svolte durante la permanenza nel laboratorio dell’USDA di Peoria guidato dal Dr. Robert Proctor, avevano come obiettivo quello di identificare un gene di una polichetide sintasi (PKS), responsabile della produzione di moniliformina, una micotossina prodotta da numerose specie di Fusarium e contaminante naturale di molte derrate agricole, soprattutto cereali. Sebbene non sia mai stata associata a malattie acute o croniche, la moniliformina ha mostrato la capacità di determinare in animali da laboratorio danni patologici significativi a carico del cuore e viene sospettata di essere agente casuale di una malattia del cuore, la “Keshan disease” endemica in alcune zone della Cina. D’altro canto è stato dimostrato che molte  PKS sono coinvolte nella biosintesi di numerose micotossine prodotte da specie di Fusarium, quali, ad esempio, le fumonisine.

Al fine di perseguire l’obiettivo sopra citato, l’approccio di partenza è stato quello di usare primer degenerati usando la RT-PCR per l’amplificazione di frammenti del dominio della chetosintasi dei geni PKS da numerose specie di Fusarium produttrici e non produttrici di moniliformina. Infatti, l’assunzione di partenza era che potenzialmente  un frammento di un gene PKS, responsabile della produzione di moniliformina, fosse presente solo in colture di specie di Fusarium produttrici.

Esperimenti. Le colture fungine accresciute su cariossidi di mais, appartenenti a 7 ceppi fungini delle specie F. ciricinatum, F. fujikuroi, F. lactis, F. subglutinans, F. thapsinum, e F. verticillioides (2 ceppi) precedentemente analizzati per la produzione di moniliformina, sono state liofilizzate. La produzione di moniliformina era già stata analizzata nel laboratorio dell’USDA mostrando che F. circinatum  e F. verticillioides erano i soli ceppi non in grado di produrre moniliformina. 

Dalle colture liofilizzate si è proceduto all’estrazione dell’RNA usando un protocollo a base di Trizolo. La quantità e la qualità dell’RNA isolato per ciascun ceppo sono state valutate con uno spettofotometro Beckman. 

Successivamente l’RNA è stato convertito in DNA (cDNA) e in questa forma usato come stampo per l’amplificazione di frammenti di geni PKS con una RT-PCR usando primer degenerati disegnati precedentemente sulla base di regioni conservate dei geni PKS. 

I prodotti di PCR sono stati visualizzati su gel e le bande tagliate e purificate attraverso un protocollo “Ultra Cleaned”. 

Successivamente si è proceduto al clonaggio dei frammenti amplificati attraverso l’uso di “ Perfectly Blunt End Cloning Kit” della  Novagen. 

Al fine di verificare l’avvenuto clonaggio, si è provveduto a inoculare le colonie batteriche su Piastre Petri contenenti substrati selettivi. Le colonie di cui si è verificata la corretta crescita erano quelle che contenevano il frammento dei geni PKS e sono state recuperate dalle piastre Petri ed inoculate su substrati liquidi (3 ml di brodo TB).

Per ognuna delle colonie sono state approntate delle colonne MiniPrep per DNA plasmidico usando il protocollo “Alkaline Lysis Plasmid/Cosmid MiniPrep.

Il prodotto finale per ogni MiniPrep è stato sottoposto a digestione enzimatica con EcoRI per verificare se l’”insert”  (PKS) fosse presente.

Risultati. I prodotti sono stati infine sequenziati e dal confronto in banca dati si è potuto assegnare ad ogni clone ottenuto l’identificazione riprodotta nella tabella di seguito riportata.

	Ceppo
	Cloni
	Confronto in banca dati 

	NETZA 9

F. subglutinans
	5,6,16,20,22,2326,29, 30,32,39,42,43 
	Proteina di F. verticillioides PKS9 (98% identica)

	
	2,19,27,41,44
	Proteina di F. fujikuroi CAC44633 (=PKS)

	
	17
	Ipotetica proteina di F. graminearum  FG03649.1 (possibile fattore di trascrizione) 

	
	
	

	FSP 34

F. circinatum
	1,4,5,10,13,14,15,16, 17,23,26,28,34,37
	Proteina di  F. verticillioides PKS9

	
	11, 8, 18a, 25
	Proteina di F. fujikuroi CAC44633 (=PKS)

	
	12
	Ipotetica proteina (nonPKS)

	
	18b,33
	Proteina di F. verticillioides PKS5 98% identica

	
	27
	Aspergillus niger proteina AN8412.2

Anche simile alla proteina PKS10 (fusarin) 

	
	36
	FG03549.1; possibile fattore di trascrizione

	
	
	

	ITEM 1113

F. verticillioides
	13, 14, 20, 37,38
	Proteina di F. verticillioides PKS9 (97% identica)

	
	
	

	ITEM 4195

F. lactis
	3,8,9,10,11,25,26,27, 28,31,32,33,37,38,39, 40,42,45,46,48,49,50, 51,52,53,54
	Proteina di F. verticillioides PKS9 (97% identica)

	
	
	

	ITEM 810

F. thapsinum
	9
	Proteina di F. verticillioides PKS9 (99% identica)

	
	17
	Proteina di F. verticillioides PKS10 (=FUS1, =fuss) (98% identica)

	
	
	

	ITEM  7087

F. fujikuroi
	2,3,6,9,15,18
	Proteina di F. verticillioides PKS9 (98% identica)


Conclusioni. Sono state dunque amplificati 4 frammenti appartenenti a geni di differenti PKS: PKS 5, PKS 9, PKS 10 e PKS CAC44633. In particolare, tutti i ceppi hanno espresso il gene della PKS9, risultata la più abbondantemente presente fra i cloni. La presenza di questo gene in tutti i ceppi studiati, dato ottenuto per la prima volta per cinque delle sei specie qui analizzate (F. verticillioides escluso), offre importanti spunti di ulteriore indagine sul ruolo che questa PKS può avere nella produzione di moniliformina da parte delle specie di Fusarium. Inoltre, andrebbe chiarito il possibile coinvolgimento di altre PKS, eventualmente ancora da identificare fra le specie produttrici di moniliformina, nella capacità di tali funghi di produrre moniliformina. Ulteriori indagini sono attualmente in corso per identificare tali PKS. 
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