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Obiettivi.

1)Costruzione di vettori promotore-specifici per realizzare interventi di RNAi in pomodoro

2)Identificazione di Gene-Specific Sequence Tags (GSTs) per interventi di RNAi sistematica in pomodoro

Attività svolta.

La prima settimana di lavoro è stata incentrata sul lavoro bioinformatico necessario per individuare una serie di geni relativi alla qualità del frutto e allo sviluppo radicale. Una volta individuati un numero discreto di geni si è proseguito con l’individuare le regioni ad alta specificità in modo da non sovrapporre lo studio di funzione con geni aventi sequenze simili. 

Nei giorni successivi si è proceduto con il disegno di primer specifici per le sequenze individuate con l’aggiunta di adattatori per l’integrazione nei sistemi Gateway®. In seguito, utilizzando questi primer per amplificare le regioni da silenziare, si è proceduto all’amplificazione mediante PCR su stampo di cDNA in modo da limitare la presenza di introni. I frammenti amplificati sono stati integrati in vettori Gateway cosiddetti “di entrata” o “entry” mediante reazione di ricombinazione sito-specifica (clonasi). I vettori di entrata sono stati moltiplicati e verificati tramite sequenziamento diretto con primer specifici. I vettori di entrata così verificati sono stati impiegati per la creazione di vettori cosiddetti “di destinazione” o “destination”. Utilizzando una seconda ricombinazione, si è proceduto in modo schematico all’ottenimento di cloni con costrutto “hairpin” (hpRNA) e “artificial microRNA” (amiRNA). I vettori di destinazione sono poi stati verificati tramite PCR sito-specifica utilizzando primer fiancheggianti le zone di ricombinazione. I vettori di destinazione sono stati moltiplicati e le colonie sono state incluse in “plug” di agarosio per il trasporto. Sempre con tecniche avanzate di clonaggio Gateway® sono stati generati vettori con sequenze promotrici per l’espressione in frutto e in radice.

Risultati raggiunti.

È stato messo a punto un efficiente sistema di analisi bioinformatica per la selezione e l’estrapolazione di sequenze altamente specifiche di pomodoro, nonché tutta la procedura per l’ottenimento di vettori di destinazione da impiegare per esperimenti di RNA interference. Inoltre è stato ottenuto il “know how“ tecnologico per l’utilizzo del sistema Gateway®.

Sono stati ottenuti in totale 63 cloni batterici contenenti costrutti promotore-specifici da impiegare in esperimenti di RNA interference per pomodoro. In tabella 1 è riportata la lista completa dei costrutti con indicata la relativa resistenza antibiotica.

Tabella 1:

	
	Costrutto
	Backbone/tipo di resistenza

	1
	Entry BCH1
	pDONR 221/Kanamycin

	2
	Entry PE
	pDONR 221/Kanamycin

	3
	Entry LeExp1
	pDONR 221/Kanamycin

	4
	Entry WS1
	pDONR 221/Kanamycin

	6
	Entry XTH3
	pDONR 221/Kanamycin

	7
	Entry CCoA
	pDONR 221/Kanamycin

	8
	Entry WRKY
	pDONR 221/Kanamycin

	9
	Entry XTR4
	pDONR 221/Kanamycin

	10
	Entry Calm1
	pDONR 221/Kanamycin

	11
	Entry Lea5
	pDONR 221/Kanamycin

	12
	Entry ADH2
	pDONR 221/Kanamycin

	13
	Entry DOF1
	pDONR 221/Kanamycin

	14
	Entry E4
	pDONR 221/Kanamycin

	15
	Entry MBP1
	pDONR 221/Kanamycin

	16
	Entry Prot1
	pDONR 221/Kanamycin

	17
	Entry TKN3
	pDONR 221/Kanamycin

	1
	pDEST-PG-BCH1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	2
	pDEST-PG-PE
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	3
	pDEST-PG-LeExp1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	4
	pDEST-PG-WS1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	6
	pDEST-PG-XTH3
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	7
	pDEST-PG-CCoA
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	8
	pDEST-PG-WRKY
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	9
	pDEST-PG-XTR4
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	10
	pDEST-PG-Calm1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	11
	pDEST-PG-Lea5
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	12
	pDEST-PG-ADH2
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	13
	pDEST-PG-DOF1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	14
	pDEST-PG-E4
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	15
	pDEST-PG-MBP1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	16
	pDEST-PG-Prot1
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	17
	pDEST-PG-TKN3
	pEntry-PG-hpVector/Spectinomycin

	1
	pDEST-PPC2-BCH1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	2
	pDEST-PPC2-PE
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	3
	pDEST-PPC2-LeExp1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	4
	pDEST-PPC2-WS1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	6
	pDEST-PPC2-XTH3
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	7
	pDEST-PPC2-CCoA
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	8
	pDEST-PPC2-WRKY
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	9
	pDEST-PPC2-XTR4
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	10
	pDEST-PPC2-Calm1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	11
	pDEST-PPC2-Lea5
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	12
	pDEST-PPC2-ADH2
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	13
	pDEST-PPC2-DOF1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	14
	pDEST-PPC2-E4
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	15
	pDEST-PPC2-MBP1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	16
	pDEST-PPC2-Prot1
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	17
	pDEST-PPC2-TKN3
	pEntry-PPC2-hpVector/Spectinomycin

	3
	Entry amiRNA-LeExp1
	pDONR 221/Kanamycin

	4
	Entry amiRNA-WS1
	pDONR 221/Kanamycin

	5
	Entry amiRNA-LePO
	pDONR 221/Kanamycin

	6
	Entry amiRNA-XTH3
	pDONR 221/Kanamycin

	7
	Entry amiRNA-CCoA
	pDONR 221/Kanamycin

	8
	Entry amiRNA-WRKY
	pDONR 221/Kanamycin

	9
	Entry amiRNA-XTR4
	pDONR 221/Kanamycin

	10
	Entry amiRNA-Calm1
	pDONR 221/Kanamycin

	11
	Entry amiRNA-Lea5
	pDONR 221/Kanamycin

	13
	Entry amiRNA-DOF1
	pDONR 221/Kanamycin

	14
	Entry amiRNA-E4
	pDONR 221/Kanamycin

	15
	Entry amiRNA-MBP1
	pDONR 221/Kanamycin

	17
	Entry amiRNA-TKN3
	pDONR 221/Kanamycin

	AT4G-9
	pEN-L4-AT4G25810-XTR4
	pENTRY/Kanamycin

	AT4G-9
	pEN-L4-AT4G25810-XTR4
	pK8GWIWG-AT4G25810-B4/Spectinomycin


Conclusioni.

Il lavoro svolto ha consentito la messa a punto di metodologie e sistemi per la creazione di vettori di espressione da utilizzarsi in esperimenti di RNA interference, la selezione di geni con sequenze altamente specifiche permetterà il silenziamento selettivo di geni utili per lo studio dei fenomeni che influenzano la qualità del frutto e lo sviluppo radicale. La creazione di vettori esprimenti hpRNA con promotori specifici per il frutto e per la radice permetterà di studiare i processi che regolano lo sviluppo di questi due organi della pianta, inoltre l’integrazione dello studio con vettori esprimenti amiRNA permetterà la conferma degli esperimenti di silenziamento ai fini di una eventuale pubblicazione.

L’impegno futuro sarà quello di citare il CNR, il programma Short-term mobility per gli scambi internazionali e il preposto ufficio in eventuali pubblicazioni o rapporti scientifici qualora venga inclusa l’attività di ricerca svolta nel periodo di permanenza all’estero per il quale è stata fruito il finanziamento.

Il beneficiario dichiara che per completezza della ricerca è stato necessario prolungare da 21 a 50 giorni la permanenza in Belgio. I giorni non coperti da borsa di studio sono stati finanziati con fondi personali.

Il beneficiario ha ottenuto un’ottima accoglienza da parte del dr. Pierre Hilson e dai suoi collaboratori, gli sono stati messi a disposizione mezzi e competenze adeguati al completamento della ricerca e ha stabilito un ottimo rapporto di collaborazione con tutto il gruppo del dr. Hilson.

Il beneficiario ringrazia sentitamente il CNR per l’opportunità che gli è stata concessa.
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