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Perugia 3-10-2008
Al Consiglio Nazionale delle Ricerche
Direzione Generale - Ufficio Paesi Industrializzati e Organismi Internazionali
Programma Short-Term Mobility 
Piazzale Aldo Moro, 7 00185 Roma 
Fax 06/4993.2905
relazione scientifica relativa all’attivita’ svolta dal dr. francesco paolocci

presso il john innes centre, norwich (UK) nell’ambito del programma CNR di  short term mobility  per l’anno 2008
Durante lo stage presso il John Innes Centre (JIC) di Norwich, UK, il Dr. Francesco Paolocci ha condotto uno studio approfondito sugli effetti dell’espressione ectopica del fattore trascrizionale  TRYPTICON (TRY), un R3MYB di Arabidopsis coinvolto in processi di patterning cellulare, in due varietà di tabacco (SR1 e Samsung), Lotus japonicus e  Arabidopsis. 
Tale attività rientra in uno studio portato avanti dal dr Paolocci in collaborazione della Prof.ssa Cathie Martin del JIC su possibili fenomeni di neofunzionalizzazione a carico di geni MYB di Arabidopsis. La Pro.ssa C. Martin vanta infatti una pluriennale esperienza sullo studio dei geni MYB con particolare riferimento a quelli che controllano processi di patterning cellulare, quali lo sviluppo di tricomi e peli radicali, e la biosintesi di metaboliti secondari, quali isoflavoni, flavonoli, antociani e tannini condensati. 
Durante lo stage il Dr Paolocci ho svolto analisi di tipo metabolico, funzionale e di biologia cellulare sui mutanti prodotti indipendentemente dal fruitore e dal JIC utilizzando una cassetta di trasformazione prodotta dal fruitore stesso. In particolare, durante lo stage si è proceduto ad uno studio, mediante l’uso di cryoSEM, microscopio confocale e bi-oculare, circa l’effetto del transgene sulla produzione, clustering ed organizzazione di tricomi ed idatodi e sul numero e sviluppo dei peli radicali, in linee indipendenti di tabacco allevate in condizioni controllate. Risulta inoltre interessante sottolineare come le stesse linee fossero state precedentemente caratterizzate dal fruitore e dal JIC per un accumulo alterato degli antociani rispetto ai genotipi controllo non trasformati o trasformati con altri transgeni.. 

Parallelamente, durante lo stage si è proceduto alla selezione ed allevamento in vitro in condizioni stimolanti la sintesi di antociani di linee transgeniche di Lotus japonicus. Valutazioni preliminari sono state condotte  su alcune piante transgeniche e su genotipi di L.japonicus wild type per l’accumulo di tricomi e peli radicali oltre che di antociani. Come controllo si è iniziato anche a valutare l’effetto dell’espressione ectopica di TRY in Arabidopsis per verificare se, oltre all’acclarato ruolo svolto da questo gene sui processi di patterning cellulari, ci fossero degli effetti dello stesso gene finora non descritti sull’accumulo di metaboliti secondari come sembra avvenire in tabacco. Allo scopo, semi da linee transgeniche di Arabidopsis, prodotte dal JIC, sono state allevate dal fruitore in condizioni controllate su terreni di coltura inducenti la sintesi di antociani e valutate fenotipicamente per l’accumulo degli stessi. Inoltre sempre nel corso dello stage sono state effettuate analisi  colorimetriche e spettrofotometriche per testare l’effetto di TRY sull’accumulo di tannini condensati sui tegumenti seminali di Arabidopsis. Risultati preliminari, che necessitano comunque di un’ulteriore conferma, sembrano testimoniare un effetto di TRY anche sull’accumulo di antociani nei tessuti vegetativi, ma non sui tannini condensati nei semi di Arabidopsis.    
Infine, allo scopo di aprire nuovi ambiti di ricerca per future collaborazioni con il JIC ed ambire a finanziamenti europei, parte dello stage è stato dedicato al “mining”  di geni MYB di L .japonicus ortologhi a MYB di Arabidopsis responsabili della sintesi di tricomi (tra gli altri GL1, TRY) e della produzione di antociani (PAP1 e PAP2). In particolare, sono state identificate porzioni geniche relative ad ortologhi di GL1 e PAP1. Queste rappresentano la base di partenza per il clonaggio dei gene full lenght e per lo studio degli stessi mediante approcci di reverse genetics come lo screening di una collezione di mutanti per TILLING allestita dal JIC.

Lo stage condotto dal Dr Paolocci presso il JIC ha permesso da un lato di giungere ad una definitiva caratterizzazione degli effetti del gene TRY in tabacco, dall’altro ha permesso di allargare lo studio sugli effetti di questo gene in altre specie modello quali L.japonicus e Arabidopsis stessa, per avere un quadro più completo dal punto di vista evolutivo sui processi di neo e subfunzionalizzazione a carico dei geni MYB. Ulteriori esperimenti di verifica sono stati programmati per giungere alla conferma dei risultati ottenuti e alla pubblicazione di un lavoro scientifico su riviste internazionali. Il fruitore ed il proponente ringraziano da un lato la Prof.ssa Cathie Martin per la disponibilità ed il contributo in termini di facilities e di competenza scientifica messi a disposizione di questa attività di ricerca, dall’altro il CNR per avere reso possibile lo svolgimento di questa stessa attività.    
Il fruitore,                                                                                   Il proponente 

Dr. Francesco Paolocci                                                              Dr. Sergio Arcioni  



