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RIASSUNTO

Durante l'infezione della pianta ospite, i fungltopatogeni secernono diversi enzimi
degradativi della parete cellulare (CWDE). Tra dguesoprono un ruolo di primaria
importanza le poligalatturonasi (PG). Esse infatégradano la pectina, uno dei
componenti principali della parete cellulare primanonché della lamella mediana. Le
PG di alcuni funghi patogeni sono state dimostestere fattori di virulenza in numerose
interazioni con specie dicotiledoni (Shieh et #97; Isshiki et al., 2001; ten Have et al.,
1997), i cui tessuti sono molto ricchi in pectifzafpita and Gibeaut, 1993). Viceversa,
per quanto riguarda le specie monocotiledoni, seblsentengano un minor quantitativo
di pectina a livello della parete cellulare (Caapiind Gibeaut, 1993), e stato dimostrato
che due PG dClaviceps purpuressono fattori di patogenicita nell’interazione clan
pianta ospite segale (Oeser et al., 2002).

Tra i funghi fitopatogeni che producono attivita RiGe ancheFusarium graminearum
I'agente causale della fusariosi della spiga (gleseFusariumHead Blight”, FHB), una
malattia che colpisce specie cerealicole monoctinecome frumento, mais e riso.

In particolare, questo fungo produce elevate gtedtiuna endo-poligalatturonasi (PG1)
siain vitro, in presenza di pectina, chrevivoin tessuti di ovario. Tuttavia, il ruolo svolto
durante il processo infettivo da PG1 non é ancdato sdefinito con certezza. Per
verificare I'importanza di questo enzima, nel ladorio dove ho svolto la tesi e stato
quindi ottenuto il mutantAPG1 diF. graminearuncon genggl deleto e si € osservata
una ridotta virulenza del mutante durante l'infemai spighe di frumento. E’ possibile
quindi ipotizzare che questa poligalatturonasi pessere importante per la virulenza del
fungo. Per essere certi dellimportanza della P@Il'imfezione, € prima necessario
complementare lattivitd PG del fungo per verifeeae viene ripristinata una virulenza
simile a quella del fungo WT. In questo modo sir@atimostrare definitivamente se la
diminuzione di virulenza da parte dei mutakiiG1 dipende dall’assenza del g@ug.

In questa tesi & stata quindi eseguita la compleameme dei mutantAPG1 diF.
graminearumutilizzando due diversi costrutti con promotori diverse lunghezze. |
mutanti complementati ottenuti sono stati valupar la presenza del frammenigl,
completo di regioni promotrice e terminatrice, e lgeristabilita attivita PG. Dall’analisi
e emerso che solo i mutanti trasformati con il wa&d contenente il promotore piu lungo

erano in grado di sviluppare attivita PG.






ABSTRACT

During host plant infection, phytopathogenic fumgoduce many cell wall degrading
enzymes (CWDE). Among them polygalacturonases (R&) play a very important role
by degrading pectin, one of the primary componeitgplant cell wall and middle
lamella. Some fungal PGs have been shown to béewita factors in many interactions
with dicotyledonous species (Shieh et al., 1998hils et al., 2001; ten Have et al.,
1997), whose tissues are very rich in pectin (Garpnd Gibeaut, 1993). With regard to
monocotyledonous species, although they contam pestin in their cell wall (Carpita
and Gibeaut, 1993), tw€laviceps purpuredPGs have been demonstrated pathogenic
factors in the interaction with the host plant (@eser et al., 2002).

Among phytopathogenic fungi producing PG activityere isFusarium graminearum
the casual agent of Fusarium Head Blight (FHB), igeake affecting many
monocotyledonous crops like wheat, maize and rice.

In particular, this fungus produces high amounamiendo-polygalacturonase (PG1) both
in vitro, in presence of pectin, aml vivo, in ovary tissues. However, the role played by
PG1 during the infection process has not beenlgleafined. To verify the importance
of this enzyme, aAPG1 mutant of. graminearumwith the pgl gene knocked-out was
obtained in the laboratory where | made my thestsareduced virulence of this mutant
was observed during wheat spikes infection. Theeetas possible to speculate that this
PG could be important for fungal virulence. To yutlarify the relevance of PGL1 in the
infection process, it is necessary to complementuhgal PG activity in order to verify
if the virulence is restored similarly to that dfetWilde tipe In this way it will be
possible to conclusively prove that the reductidnvioulence of theAPG1 mutant
depends from the lacking of tpgl gene.

In my thesis theAPG1 mutant ofF. graminearumwas complemented by using two
different constructs with different promoter lenglthe complemented mutants obtained
were analyzed for the presence of the compbefe encoding sequence together with
promoter and terminator regions and for the redté*& activity. The analysis showed

that only mutants transformed with the longer prtenavere able to secrete PG activity.






1. INTRODUZIONE

Il fungo fitopatogend-usarium graminearunschwabe é I'agente causale della fusariosi
della spiga (in ingleseFusariumHead Blight”, FHB), una delle malattie piu stuéiab
guanto colpisce le tre principali risorse di cibordiale: frumento, mais e riso. Questo
fungo € un ascomicete che pud causare la distrezi@h raccolto in poche settimane
determinando ingenti perdite economiche.

L’attacco del fungo e favorito se la fioritura erteaturazione del seme coincidono con
climi piovosi e umidi, inoltre le spore prodottegsono ricadere sul terreno durante il
raccolto, sopravvivendo all'inverno in uno stataydiescenza (McMullen et al., 1997).
L’infezione avviene a livello delle spighE, graminearunpenetra nell’ospite durante la
fase di antesi attraverso I'ovario e colonizzaupesficie interna di lemma e palea. Dopo
aver superato la cuticola, esso € in grado di iféve nella spiga in modo sistemico sia
in aree intracellulari che in quelle intercellulgiivanyoike et al., 2002). | danni
coinvolgono non solo le infiorescenze, ma ancheofies radici. | sintomi risultano
evidenti: avvizzimento delle spighe, scolorimentéurimento dei chicchi, marciumi
generalizzati (McMullen et al., 1997).

In aggiunta, i semi prodotti dalle piante infettegentano elevati livelli di micotossine, in
particolare tricoteceni quali il Deossinivaleno@dN), un potente inibitore delle sintesi
proteica negli eucarioti e molto dannoso per latsabmana e animale. Questa tossina,
necessaria per la diffusione del fungo nel rachédstata dimostrata essere un fattore di
virulenza nell'interazion&. graminearum- frumento (Bai et al., 2001).

Per penetrare e colonizzare i tessuti della spigesarium graminearunproduce e
rilascia numerosi enzimi degradativi della paretbutare: CWDE (Cell Wall Degrading
Enzymes).

La parete cellulare vegetale é infatti uno dei prastacoli che i patogeni delle piante
devono superare per penetrare nel tessuto e mibiiaiezione vera e propria. | patogeni
hanno quindi evoluto un complesso sistema di endiegradativi della parete cellulare
che vengono considerati come fattori chiave nediBogenesi, nonostante non sia stato
ancora possibile trarre conclusioni generali rigoat loro ruolo nel corso dell'infezione.
Lo studio di mutanti con delezione o sovraespressidi uno specifico CWDE, non
mostra necessariamente variazioni della loro vivzée(Hammer et al., 1997). | patogeni

sono in grado di secernere specifici enzimi peri @@mponente della parete cellulare



vegetale, nonostante questa possa variare da spespecie; le tre principali classi di
CWDE sono cellulasi, xilanasi e pectinasi. Le prich@e agiscono sui componenti
polisaccaridici piu abbondanti della parete cetielandando ad idrolizzare i legami della
catena polisaccaridica, con varianti di tgdoe (operano un taglio casuale all’interno
della catena) esc (operano il taglio alle estremita).

Le pectinasi vanno a degradare la pectina presemteella parete cellulare primaria che
nella lamella mediana, uno strato polisaccaridicoor in pectine, determinando quindi
un indebolimento della parete e permettendo agti ehzimi di attaccare gli strati
sottostanti (Wanyoike et al., 2002).

Le pectinasi possono essere classificate in dueipali gruppi:

« esterasi: rappresentate dalle pectin metil estéRME) che de-esterificano la
pectina rimuovendo i gruppi metilici;

» depolimerasi: rappresentate da poligalatturonasj,(Pectato liasi (PL) e pectin
liasi (PNL) che catalizzano la rottura vera e pmpdella catena di acido
poligalatturonico.

L’azione di questi enzimi & finemente coordinataun primo momento agiscono le PME
che, demetilesterificando gli omogalatturonani,lfi@no la degradazione della pectina
da parte di PG, PL e PNL.

Tra le depolimerasi, le PG ricoprono un ruolo dinaria importanza. Queste catalizzano
I'idrolisi dei legamia-1,4 tra i residui di acido galatturonico della fbe@ e possono
essere suddivise in due gruppi principali:eiedepoligalatturonasi che degradano la
pectina scindendo i legami interni fra le unitaadido galatturonico presenti nella catena
polisaccaridica e leesepoligalatturonasi che idrolizzano residui estedei polimeri
pectici.

Per gli enzimi pectinolitici, come per gli altri O, non € ancora possibile determinare
con precisione la loro importanza durante il preoemfettivo, nonostante siano alcuni
dei primi enzimi ad essere secreti durante le piriase dell'infezione. Gli studi hanno
infatti portato a risultati contrastanti: la del@zé di geni codificanti per poligalatturonasi
di Botrytis cinerea(ten Have et al., 1998%laviceps purpuregOeser et al., 2002) e
Aspergillus flavugShieh et al., 1997) ha portato ad una riduzieiadirulenza da parte
del patogeno, mentre linattivazione delle due muportanti PG diCochliobolus
carbonumnon ha determinato alcuna alterazione (Scott-Gaal., 1990).

Nel database genomico Ei graminearum(http://mips.gsf.de/genre/proj/fusariunghno

stati identificati due putativi geni codificanti PGe isoforme codificate da questi geni



(chiamate PG1 e PG2) sono state caratterizaatgéro ein vivo (Tomassini et al., 2009).
Grazie alla tecnica della Real Time PCR si e osgerghe dopo 24 ore dall'infezione i
genipgl epg2 erano espressi ad alti livelli nei tessuti deflghette di frumento infette.
Tuttavia e stato possibile evidenziare, dopo 4rgidall'inoculo, elevati livelli di attivita
poligalatturonasica corrispondente alle PG1 neisuies dell’ovario, un tessuto
particolarmente ricco in pectina (Tenberge etl#196 — misurazione dei livelli di pectina

nell'ovario della pianta ospite segale).






2. SCOPO DELLA TESI

Tra gli enzimi secreti d&. graminearumle PG potrebbero svolgere un ruolo chiave nel
processo infettivo, ma la loro importanza non eoamcompletamente chiarita. Tuttavia i
dati di espressione e di attivita PG nei tessu#tiin ottenuti nel laboratorio dove ho
svolto la tesi, potrebbero far ipotizzare un larolo come possibili fattori di virulenza.

Per chiarire il ruolo della PG1 &i. graminearunmell’infezione, e stato infatti inattivato

il corrispondente gene codificante mediante knaak-genico ottenuto attraverso
ricombinazione omologa sito specifica del genediarg

Il knock-out € una tecnica notevolmente usata ologia molecolare per verificare |l
ruolo di una proteina mediante osservazione debtipa mutante. Negli studi di
patologia vegetale questa tecnica viene utilizpaacaratterizzare potenziali fattori di
virulenza.

Il mutante APG1 ottenuto nel laboratorio dove ho svolto la meisi ha mostrato una
ridotta virulenza durante l'infezione di spighefdimento.

Per stabilire se il fenotipo del mutante knock-eudovuto alla perdita del genegl), €
necessaria la complementazione del gene per fistabfenotipo delwild-type nel caso

in cui la complementazione dellattivita PG ripmstla virulenza del fungo, si puo
concludere che quel gene codifica per un enzimaucoruolo importante nel processo
infettivo.

L’obiettivo di questa tesi é stato quindi I'inseanto della sequenza codificante PG1 e
delle rispettive sequenze regolatrici in mutantiviprdel gene in questione. La
complementazione € stata resa possibile grazierache di clonaggio per ottenere |l
costrutto di interesse, contenente la sequenzdicamute PG1 completa di promotore e
terminatore, e a trasformazione fungina al fin@ttitnere i mutanti capaci di esprimere
PG1. Per verificare il successo della complemeot&zisono stati eseguiti una reazione

PCR per controllare la presenza del costrutto gighgttivitain vitro.
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3. MATERIALI EMETODI

3.1 Ottenimento del costrutto |

3.1.1 Amplificazione del gene pgl e delle corrigfgnti regioni regolatrici

II frammento pgl con le corrispondenti regioni regolatrici e stamplificato con i
primers PGlcomplF e PGlcomplR (vedi tabella 3.5gndo come stampo il DNA
genomico diFusarium graminearumL’'amplificazione e stata effettuata mediante tean
PCR in un volume totale di 28 contenenti:
- 1 ul primer PG1lcomplF (100 ng);
- 1l primer PG1lcomplR (100 ng);
- 1 ul DNA genomico £ 80 ng);
- 12,5ul REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix con MgE8igma Aldrich Inc.,
St. Louis, USA) contenente 3mM MgCD,4 mM dNTP mix e 0,06 unia/ di
Taq DNA polimerasi;
- 9,5ul H,O sterile.
L’amplificazione del DNA & avvenuta per 35 ciclieaseguenti condizioni: 1 min a 94°C
(denaturazione), 30 secondi a 52 °C (annealinghirBa 72 °C (allungamento). Una
corsa elettroforetica su gel di agarosio ha evidg@ozxhe i primers avevano amplificato
una regione di circa 2533 bp, corrispondente ahifn@ntopgl comprendente inoltre le

regioni promotrice e terminatrice.

Primers Sequenza Ta
PglcomplF GCGTCGATGAGAACAGA 52 °C
PglcomplR TCACAAACCAACGTGATAGT 52 °C

Tabella 3.1: Primers per I'amplificazione dellintera sequepga. (Ta = temperatura di
annealing dei primers)

L’amplificato e stato purificato utilizzando un kibmmerciale: il Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System (Promega Corporation, Madigs&A). Al prodotto PCR é stato
aggiunto un egual volume di “Membrane Bilding Smint e la miscela e stata incubata
in una colonnina silicea a temperatura ambientelpeninuto. La colonnina é stata poi

centrifugata a 14.000 rpm per 1 minuto: in quesisspggio il DNA si lega ai silicati
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presenti sulla superficie della membrana dellamailwa. In seguito la colonnina e stata
lavata con 70Qul di “Washing Buffer” (precedentemente diluito cetanolo 95%) e
posta nuovamente in centrifuga a 14.000 rpm pembuto Dopo aver eliminato il “flow-
through”, e stato fatto un nuovo lavaggio con 500di “Washing Buffer” e una
centrifugazione a condizioni analoghe alle preceédBiDNA e stato infine eluito con 30
ul di Nuclease-Free Water mediante centrifugazioh4.800 rpm per 1 minuto.

Una successiva corsa elettroforetica su gel dicsgml% di permesso di stimare in circa

30 ng/u la quantita di amplificato purificato.

3.1.2 Ligasi del frammento amplificato con vettp@EM-T easy

Il prodotto di amplificazione purificato e statoserito nel vettore pGEM-T Easy
(Promega Corporation, Madison, USA) gia lineariazdt'inserimento € avvenuto ad
opera dell’enzima T4 DNA ligasi (Promega Corponatiadison, USA). Nella miscela
di ligasi di 10ul sono stati posti I'inserto e il vettore pGEM-T dyain rapporto 4:1. La
miscela conteneva:

- 3 ul (= 100 ng) di prodotto di amplificazione purificato;
0,5ul (= 25 ng) di pGEM-T easy;
5 ul buffer di ligasi 2X;
1ul ligasi T4 (3 ULD);
0,5ul HL0O sterile.
La reazione di ligasi € avvenuta alla temperatura°€C overnight

3.1.3 Clonaggio del plasmide ricombinante in Esdiea coli

Il vettore ricombinante ottenuto mediante ligastato clonato in cellule competenti di
Escherichia coli ceppo DHG. Le cellule competenti conservate a -80 °C sombest
scongelate in ghiaccio. A 10@ di cellule scongelate sono stati aggiunti i Q0Odi
miscela di ligasi. Le cellule sono state incubaigeme al plasmide in ghiaccio per 20
minuti, quindi sono state sottoposte a shock tesrmpmnendole in bagnetto termostatato a
42 °C per un tempo di 45-50 secondi e in seguitsolpensione batterica e stata posta

nuovamente in ghiaccio per 2 minuti. Questo sh@knico porta alla formazione di
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shilanciamenti di carica sulla membrana plasmatearendo la formazione di correnti
che portano all’entrata del plasmide nelle cellule.
Le cellule sono state inoculate in 900 di LB-Broth liquido (Sigma-Aldrich Inc.,
St.Louis, USA) e incubate per 1,5 h alla tempeegatii 37 °C in agitazione a 150 rpm.
Questa € una fase molto importante perché ha daidonai batteri trasformati
correttamente di esprimere la resistenza all’antito ampicillina contenuta nel plasmide
pGEM-T Easy.
Successivamente, 100l di sospensione batterica sono stati distribuiti piastre
contenenti 12 ml di terreno LB-Broth solido (LB Bmoliquido + 1,5% Bacto-Agar
[Difco Laboratories, Detroit, USA]) e 10Ag/ml di ampicillina e su cui erano stati
piastrati 4Qul di X-Gal (25 mg/ml) sterilizzato per filtrazione.
La presenza del vettore pGEM-T Easy all'interndelekllule conferisce alle stesse la
resistenza all'antibiotico ampicillina quindi sulp@astre sono cresciute solo colonie di
batteri trasformati che contenevano al loro inteiinplasmide. Inoltre, il costrutto si
inserisce nel vettore andando ad interrompere iedacZ che codifica per l&-
galattosidasi, la quale scinde X-Gal (un analogd g&lattosio) producendo una
colorazione blu delle colonie. Le cellule che dumgono apparse di colorazione blu sono
state escluse perché avevano integrato al loronimti plasmide privo del costrutto di
interesse.
Sono state invece tenute in considerazione le luanche: ne sono state selezionate 8
e la corretta integrazione dell'inserto all'interrel vettore pGEM-T Easy é stata
verificata mediante una reazione PCR. La miscetaatiione conteneva:

- 1 ul primer PG1lcomplF (100 ng);

- 1 ul primer PG1lcompIR (100 ng);

- 12,5ul REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix con MgE8igma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 10,5ul H,O sterile.
Come stampo sono state utilizzate alcune celluléetiehe prelevate dalle colonie
selezionate. La reazione PCR é avvenuta alle sagemmdizioni: 3 minuti a 94 °C in
modo che le cellule batteriche potessero lisardasciare il DNA da usare come stampo,
poi 30 cicli dei seguenti step: 94 °C per 1 min(@tenaturazione), 52 °C per 30 secondi

(annealing), 72 °C per 3 minuti (allungamento).
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3.1.4 Estrazione e purificazione del DNA plasmidicombinante

La colonia n. 7, risultata positiva per PCR, ésstatlevata e posta in terreno liquido LB-
Broth contenente ampicillina (1Q@/ml) e il tutto & stato incubato, in agitazion&7a°C
overnight

Dopo la crescita batterica, il plasmide & statoagétst grazie al kit commerciale Wiz&rd
Plus Minipreps DNA Purification System (Promega Corpianra Madison, USA).

La coltura batterica e stata centrifugata a 141@00 per 1 minuto; il surnatante e stato
eliminato e il tubo e stato fatto ben asciugaregdeninare residui del mezzo. In seguito
il pellet & stato risospeso con 2pI0di “Cell Resuspension Solution” e la sospensiéne
stata posta in una microprovetta da 1,5 ml. Soat pbi addizionati 25Qd di “Cell
Lysis Solution”, il tubo e stato dunque invertitaattro volte e lasciato a riposo per 5
minuti fino a che la sospensione non e diventatgilla. Dopo I'aggiunta di 1Ql di
“Alkaline Protease Solution”, il tubo é stato numente invertito quattro volte e lasciato
a riposo per 5 minuti. Infine sono stati aggiurg03l di “Neutralization Solution” prima
di invertire nuovamente il tubo quattro volte. Wlbb e stato successivamente posto in
centrifuga a 14.000 rpm per 10 minuti e il surntdad stato poi trasferito in una “spin
column” inserita in un “collection tube” fornito b&it. Dopo I'aggiunta di 75Qul di
“Wash Solution” il tubo é stato centrifugato a BDAGpm per 1 minuto. Il “flow-through”

e stato scartato e questo passaggio e stato opmint25Qul di “Wash Solution”.

La colonnina € stata infine trasferita in una nuaviaroprovetta da 1,5 ml, sono stati
aggiunti 100ul di acqua “Nuclease Free” al centro della membmatecolonnina é stata
lasciata a riposo per qualche minuto in modo danfiéibire bene la membrana. Il tubo e
stato poi centrifugato a 14.000 rpm per 1 minutd BNA plasmidico eluito e stato
conservato a -20 °C.

Una successiva corsa elettroforetica su gel dicsgail% ha permesso di stimare in circa

90 nglul la quantita di amplificato purificato.
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3.1.5 Ottenimento dell'inserto geneticina (Gen)

Per ottenere il frammento di DNA codificante permrésistenza alla geneticingef) €
stata eseguita una reazione PCR utilizzando coamepst il vettore plI99 che conteneva
il gene di interesse. Sono stati utilizzati primgpecifici in grado di amplificare tutte le
regioni regolatrici e 'ORF della geneticina e ceménti alle estremita degli adattatori con
il sito di restrizione dell’enzima di restrizioigad.
La PCR é stata eseguita in un volume totale dils@®ntenenti:

- 1 ul plasmide pl1994 90 ng);
1 ul primer GenSacF (100 ng);

1 pl primer GenSacR (100 ng);

25 ul REDTag ReadyMix PCR Reaction Mix con Mg&Bigma Aldrich Inc.,
St. Louis, USA);

22 pl H,O sterile.

L’amplificazione & avvenuta effettuando 35 ciclieabeguenti condizioni: 1 minuto a

94°C (denaturazione), 30 secondi a 50 °C (annéaltginuti a 72 °C (allungamento).
Dopo aver verificato, con successo, la correttalidicgzione, il prodotto PCR e stato
purificato mediante il kit commerciale Wizard SV IGand PCR Clean-Up System
(Promega Corporation, Madison, USA), come preceaeante illustrato.
Una successiva corsa elettroforetica su gel dicsgarl % ha confermato la corretta
presenza dell’inserto.
L'inserto Gen é stato quindi digerito con I'enzima di restrizio®ad, in un volume di
reazione di 3Qul:

- 5ulinsertoGen(= 200 ng);
2 ul Sad (10 Ujl);
3 ul buffer J 10X (per Sacl);
3 ul BSA 10X;
17 ul HL0 sterile.

La miscela é stata posta a 37 °C per 4 ore.

Dopo la digestione é seguita la precipitazioneRA: ai 30 ul di miscela di reazione
sono stati addizionati 2 volumi di etanolo 100 % @ di Sodio Acetato 3M pH 5,2. La
miscela é stata quindi posta a -20 °C per 30 mimuima di essere sottoposta a
centrifugazione per 15 minuti a 14.000 rpm. Doperaliminato il surnatante sono stati

addizionati 50Qul di etanolo al 70 %. Si e vortexato ed € statettifp il passaggio in
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centrifuga alle medesime condizioni. Il surnata@étstato quindi eliminato e il pellet &
stato asciugato in pompa a vuoto. || DNA e stafmén risospeso in 10l di H,O sterile.
Una corsa elettroforetica su gel di agarosio 1 %dranesso di stimare in circa 35 pg/

la concentrazione dell'inserto digerito.

3.1.6 Digestione del DNA plasmidico purificato attamento con fosfatasi Sap

Un’aliguota di plasmide ricombinante purificato (vg@aragrafo 3.1.4) é stata sottoposta
a digestione utilizzando I'enzima di restriziddad. La miscela di reazione conteneva:
- 5 ul DNA plasmidico comgl integrato£ 150 ng);
3 ul Sad (10 Ujpl);
5 ul buffer J 10X (peSad);
5 ul BSA 10X;
32 ul H,0 sterile.

La miscela e stata incubata a 37 °C per 2 ore eessivamente concentrata mediante

precipitazione, come precedentemente descrittparalgrafo 3.1.5.
Poiché il vettore pGEM-T Easy contenente la regioadificante il gengygl € stato
digerito con un solo enzima di restriziortea€); per evitare la chiusura del plasmide
senza l'integrazione dell'insertgen il vettore linearizzato e stato sottoposto ad un
trattamento con fosfatasi alcalina di gamberettAR[SShrimp Alkaline Phosphatase)
che, rimuovendo il gruppo fosfato al 5’, impedisteettore di richiudersi.
La reazione € avvenuta in un volume diy2@ conteneva:

- 3 ul plasmide digerito¥ 75 ng);

- 1l SAP (1 Upl);
2 ul buffer SAP 10X;
14 ul H20 sterile.

La miscela é stata posta per un’ora a 37 °C. Rativare I'enzima la miscela € stata

posta per 15 minuti in bagnetto termostatato a@&>5 °
Questa fosfatasi viene inibita solamente mediaatere, senza utilizzare EDTA che,
essendo un agente chelante, puo interagire in medativo nella successiva fase di

ligasi.
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3.1.7 Ottenimento del costrutto | e clonaggio ircéli

L’inserto Gen é stato integrato all'interno del vettore contdeeil genepgl e le
corrispondenti regioni regolative grazie all’enzifd@DNA ligasi (Promega Corporation,
Madison, USA). La reazione di ligasi € avvenutamnvolume complessivo di 10:
- 3,5ul pGEM-T Easy +pgl defosforilato£ 15 ng);
1 pl insertoGen(= 35 ng);
1 ul buffer di ligasi 10X;
1 ul ligasi T4 (3 UL);
- 3,5ul H2O sterile.
La reazione di ligasi € avvenuta alla temperatura°€C overnight

Il vettore e stato clonato in cellule competentiedicherichia coli ceppo DH&G, come
precedentemente descritto nel paragrafo 3.1.3, ara en stato utilizzato X-Gal per
selezionare le colonie che presentavano una carmetsformazione, infatti il plasmide
pPGEM-T Easy conteneva gia un insenpgl), quindi anche nel caso in cui non ci fosse
stato il corretto inserimento dell'insergen le colonie sarebbero risultate comunque di
colore bianco.
Sono state selezionate 5 colonie; la corretta iatgne dell'insertoGen é stata
confermata grazie ad una reazione PCR dove sotiocustazati i primers GenPrbR e
GenPrbF che hanno amplificato una regione di c#0@ bp. Come stampo € stato
utilizzato un prelievo di cellule batteriche cheazje ad una fase iniziale di 3 minuti a
94°C, hanno rilasciato il DNA plasmidico al lorotemo. La miscela di reazione e
avvenuta in un volume totale di A0per campione:

- 1 ul primer GenPrbF (100 ng);

- 1 ul primer GenPrbR (100 ng);

- 10 ul REDTag ReadyMix PCR Reaction Mix con Mg&Bigma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 8 ul H,O sterile.
L’amplificazione e avvenuta in 35 cicli alle segtiecondizioni: 30 secondi a 94 °C
(denaturazione), 30 secondi a 54 °C (annealing)inlito a 72 °C (allungamento).
Una successiva corsa elettroforetica su gel dicagarl % ha evidenziato la presenza
della banda corretta a circa 400 bp nelle cola@isférmate correttamente.

17



3.1.8 Purificazione del plasmide e ottenimentocdskrutto |

La colonia batterica selezionata (n. 1) e statagpims50 ml di terreno liquido LB-Broth
addizionato con ampicillina (1Qdy/ml), incubando successivamenteernighta 37 °C.
Il plasmide & stato estratto con il kit NucleoBBnglasmid purification PC 100
(Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Germany).dodtura batterica, dopo essere
stata trasferita in falcon da 50 ml, e stata cmgata a 2.600 rpm per 15 minuti alla
temperatura di 4 °C. Dopo aver eliminato con clirsurnatante, le cellule sono state
risospese con 4 ml di “Buffer S1 + RNase A”. Sotatigoi aggiunti 4 ml di “Buffer
S2”, il tubo é stato invertito 6-8 volte e lasciaiposo, a temperatura ambiente, per un
tempo massimo di 5 minuti. Sono stati addizionafine 4 ml di “Buffer S3”, il tubo &
stato nuovamente invertito 6-8 volte ed e statotqas ghiaccio per 5 minuti. La
sospensione e stata quindi centrifugata a 9000pgaM5 minuti alla temperatura di 4 °C.
Il surnatante recuperato € stato filtrato su calobmmprecedentemente equilibrata con 2,5
ml di Buffer “N2”. Dopo aver eliminato il “flow-ttwugh”, la colonnina é stata lavata con
10 ml di “Buffer N3”. Infine, il DNA plasmidico camenuto nella colonnina € stato eluito
con 5 ml di “Buffer N5”.
Da qui si e proceduto con la fase di precipitaziah®NA plasmidico sono stati aggiunti
3,5 ml di isopropanolo e si & centrifugato a 14.608 per 30 minuti alla temperatura di
4 °C.
Dopo aver eliminato il surnatante sono stati addiati 3 ml di etanolo 70%, la miscela e
stata sottoposta a vortex e successivamente cgyatd a 14.000 rpm per 10 minuti a
temperatura ambiente. Il surnatante e stato eltmieail pellet é stato fatto asciugare
accuratamente prima di essere risospeso in un wotlird00ul di acqua sterile.
I DNA plasmidico e stato poi digerito al fine ditenere il costrutto per la successiva
trasformazione dF. graminearum si sono utilizzati gli enzimi di restrizion&apa e
BstX che andavano a tagliare a monte e a valle deétutts La reazione é avvenuta in
un volume totale di 500l contenenti:

- 200 di DNA plasmidico~ 80 ng);

- 5ul Apd (10 U/ul);

- 5ul BstX (10 Uful);

- 50 ul buffer B 10X (perApa);

- 50l buffer O 10X (peBstX);

- 190l H,O sterile.
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La miscela € stata incubata alla temperatura diC3gvernight

Con una corsa elettroforetica su gel di agarosio él%tato possibile apprezzare la
presenza di 2 bande: una di 5471 bp corrispond®rdestrutto, I'altra di circa 2900 bp

corrispondente al vettore. La concentrazione dgfiratio e stata stimata in circa 30udg/

Il DNA plasmidico digerito & stato quindi precigita sono stati aggiunti 2,5 volumi di

Etanolo 100% e 0,1 volumi di Sodio Acetato 3M afB; dopo un’incubazione di 3 ore

a -20 °C é stata fatta una centrifugazione a 13rp@0per 10 minuti e il pellet ottenuto e

stato risospeso in 20 di acqua sterile.

3.1.9 Protoplasting delle cellule fungine di F. grmearum e trasformazione dei
protoplasti

| protoplasti diF. graminearunsono stati ottenuti da micelio cresciuto a padaeconidi
inoculati in terreno di coltura YEPD (3g/l estrattolievito; 10 g/l Bacto Pectone; 20 g/l
glicosio), conservati a -80 °C. 570 di conidi & 1 x 16 conidi) sono stati posti in una
beuta contenente 50 ml di terreno di coltura YERD@avato. La beuta e stata incubata
in agitazione a 150 rpm, a 28 8@ernight.

Alla coltura sono stati poi aggiunti 150 ml di YEPSerile e la miscela é stata
omogeneizzata mediante “Waringblender” tre volte X secondi. In seguito sono stati
prelevati 100 ml di miscela che sono stati postira beuta sterile contenente 100 ml di
YEPD fresco e si & proceduto con l'incubazioneadbkuta a 28 °C, sotto agitazione a
150 rpm,overnight

Dopo una crescita di circa 16 ore, 0,5 g di micelbmo stati raccolti, lavati con acqua
sterile, asciugati e incubati con 20 ml di solue@nzimatica sterile (2,5 % driselasi;
0,5% enzimi litici; 1,2 M KCI) per circa 2 ore a 3G con agitazione di 80 rpm. In questa
fase avviene la degradazione enzimatica della g@acetiulare e la formazione di
protoplasti che viene controllata mediante osseéow&zal microscopio.

| protoplasti ottenuti sono stati filtrati per duelte con filtri da 100um e da 4Qum. In
seguito sono stati posti in centrifuga a 2.000 gen 10 minuti e successivamente lavati
con 10 ml di soluzione STC-Co (20 % saccarosianM Tris-HCI pH 8; 50 mM CagG).
Dopo una ulteriore centrifugazione, i protoplasing stati risospesi in STC-Co alla
concentrazione di 1 x ¥Oprotoplastiml (& stata eseguita una conta al esipio

mediante I'utilizzo di camera di Thoma).
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A 200 pl di sospensione (circa 2 x A@rotoplasti totali) sono stati aggiunti 10
contenenti 150 ng di costrutto digerito con gliiemzdi restrizioneApa e BstX. Dopo
aver mescolato gentilmente il campione e statddesa riposo 20 minuti a temperatura
ambiente. In seguito é stato aggiunto 1 ml di PEG{E0 % STC-Co; 40 %
polietilenglicole [PEG] 4000), la miscela e statiatata delicatamente e incubata per 20
minuti a temperatura ambiente. Il polietilenglicode un tensioattivo che favorisce
I'entrata di DNA esogeno all'interno dei protoplast

Infine, alla sospensione sono stati aggiunti 5 néaeno di coltura TB3 (3 g/l estratto di
lievito; 200 g/l saccarosio; 3 g/l caseina ammindiqe il campione é stato incubato
overnight a temperatura ambiente in agitazione a 100 rpmrigenerare la parete

cellulare.

3.1.10 Piastramento dei protoplasti e “overlay”

La sospensione di cellule fungine e stata centifaiga 5.000 rpm per 10 minuti a
temperatura ambiente in modo da concentrare i plagd rigenerati. In seguito la
miscela é stata suddivisa in tre aliquote da@p800ul e 800ul.
Le aliquote sono state piastrate su terreno TB&IeqITB3 medium + 0,8 % agar
granulato) contenente 25@g/ml di antibiotico geneticina e incubate a tempee
ambienteovernight
Il giorno successivo si € proceduto corolierlay delle piastre: ad ogni piastra sono stati
aggiunti 12,5 ml di terreno TB3 solido contenente wquantitd doppia di antibiotico
geneticina. In questo modo si attua una seleziainegastica delle colonie trasformate.
Le piastre sono state incubate a 28 °C.
Le colonie fungine che si sono sviluppate sonedtaisferite in piastre di CM complete
solido (Leach et al., 1982), cosi composto(dosilper

- 10 ml “Yeast Casein-Mix” (1 g estratto di lievit®,5 g caseina idrolizzata

enzimaticamente; 0,5 g caseina idrolizzata acideyctavato;

- 930 ml HO + 1,5 % agar granulato, autoclavati;

- 10 g glucosio, in 50 ml di ¥D sterilizzata per filtrazione;

- 10 ml soluzione A (100g/I Ca(N® x 4 H,O, sterilizzata per filtrazione;

- 10 ml soluzione B (20 g/l KPQOy; 25 g/l MgSQ x 7 HO; 15 g/l NaCl pH 5.3),

sterilificata per filtrazione;
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- 1 ml MNS (60 mg/l HBOs; 320 mg/l CuS® x 5 H0O; 13 mg/l KI; 51 mg/I
(NH4)6M07024 X 4 HO; 60 mg/l MgSQX H,O:; 5,48 g/| ZnSQ@x 7 HO; 932
mg/l FeCg x 6 HO; 2 ml di cloroformio per sterilizzare la soluzen

Al terreno sono stati infine aggiunti 25@/ml di antibiotico geneticina.

3.1.11 Analisi PCR delle colonie fungine trasforenat

Per verificare la presenza, nei mutanti fungini,gne d’interesspgl e del gene marker
Gen e stata eseguita una reazione PCR. Per ottdri@hAl genomico dei funghi é stata
eseguita una estrazione “rapida”. da ciascuna @lenstata prelevata una piccola
quantita di micelio che é stata sospesa ipl5dl TE; la miscela e stata successivamente
sottoposta a trattamento in microonde per poatorsdi in modo da far lisare le pareti
cellulari e liberare il DNA. La miscela e stata due centrifugata a 14.000 rpm per 5
minuti ed e stato prelevato, come stampo per zoea, 1ul di DNA genomico. La PCR
e stata eseguita con primers specifici (vedi tab@IP) sia per la regiorgl che per la
regioneGen in un volume di 25l

- 1 ul DNA genomico;

- 0,5ul primer Forward (100 ng);

- 0,5ul primer Reverse (100 ng);

- 12,5ul REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix con MgE8igma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 10,5ul H20 sterile.

L’amplificazione e avvenuta in 35 cicli alle segtiecondizioni: 1 minuto a 94 °C

(denaturazione), 30 secondi a 55 °C (annealing)inlito a 72 °C (allungamento).

Primers Sequenza Ta
fg11011-5int ATCTCCGGCGCTGTCGTCAA 55 °C
fg11011-3int GCAGCTAGCGCAAAGAATGTA 55 °C

GenPRBf AGGATCTCCTGTCATCTCA 55 °C
GenPRBr CCAAGCTCTTCAGCAATA 55°C

Tabella 3.2: Primers per I'amplificazione delle regioni intemhe genipgl e Gen.(Ta =
temperatura di appaiamento dei primers)
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La successiva corsa elettroforetica su gel di agarb % ha evidenziato la presenza di
una banda di circa 400 bp corrispondente alla regioterna del genggl e una banda di

circa 400 bp corrispondente alla regione interdadee markegen

3.2 Ottenimento dd costrutto ||

3.2.1 Rimozione del frammento contenente il gengé pon le rispettive regioni

regolatrici e clonaggio di un nuovo frammento caaomotore piu lungo

I DNA plasmidico contenente gempgl e insertdGene stato estratto da una sospensione
batterica della colonia n. 1 mediante il kit comaige Wizar® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega Corporation, MadisdsSA), come illustrato in
precedenza nel paragrafo 3.1.4. Per rimuovereaiinifinento contenente gemgl e
regioni regolative e stata eseguita una digestwomegli enzimi di restriziondpa e Notl
che andavano a tagliare a monte e a valle del femtond’interesse. La reazione é
avvenuta in un volume totale di p0

- 5ul pGEM-T Easy contenenfegl eGen(= 30 ng);

- 2l Apd (10 U/ul);

- 2l Not (10 Ulul);

- 5ul buffer A 10X (perApa);

- 5 ul buffer O 10X (peNotl);

- 31l Hy0 sterile.
La miscela é stata posta a 37 °C per 4 ore.
Una successiva corsa elettroforetica su gel dicsgarl % ha confermato la corretta
digestione. La banda corrispondente al plasmideNdGEEasy contenente l'inser@en
di circa 6.000 bp é stata estratta da gel e patdienediante il kit commerciale Wizard
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Corpordladison, USA).
Dopo aver pesato una microprovetta da 1,5 ml, telbali interesse e stata excisa dal gel
con una lametta sterile e posta nella microprovelia € stata nuovamente pesata per
calcolare la quantita di gel excisa. In seguitoosstati addizionati 1@l di “Membrane
Binding Solution” ogni 10 mg di gel di agarosio geate nella microprovetta. Dopo aver

omogeneizzato la soluzione mediante vortex, il dangpeé stato posto per 10 minuti in
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bagnetto termostatato a 65 °C. Ogni 3 — 4 minuthleroprovetta e stata sottoposta a
vortex per far dissolvere meglio il gel.

Successivamente in un “collection tube” é stat@ntes una colonnina in silice dove e
stato trasferito il gel disciolto, lasciando a tergiura ambiente per 1 minuto. La
soluzione e stata posta in centrifuga per 1 miuiat.000 rpm. Dopo aver eliminato il
liquido nel collection tube, alla colonnina sonatstddizionati 70Qul di “Membrane
Wash Solution” e si e quindi centrifugato per 1 mdaa 14.000 rpm. Questo passaggio €
stato ripetuto con 500l di “Membrane Wash Solution”. La colonnina € stateta in un
nuovo collection tube e il DNA é stato infine etuiton 30ul di acqua “Nuclease-Free”
mediante centrifugazione a 14.000 rpm per 1 minU@NA é stato conservato a —20°C.

Per ottenere un nuovo frammemtgl con promotore piu lungo, il DNA genomico Fli
graminearume stato amplificato con i primers PglCforApa e ®gl/Not (vedi tabella
3.3) che amplificano una regione totale di circd®®@MDp (circa 500 bp di regione
promotrice in piu rispetto al precedente frammemajontengono alle estremita degli
adattatori con il sito di restrizione rispettivarteedegli enzimi di restriziondpal e Notl.
La reazione e avvenuta in un volume totale dil25

- 1 ul DNA genomico;

- 1 ul primer PglforApa (100 ng);

- 1 ul primer PglrevNot (100 ng);

- 12,5ul REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix con Mg@8igma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 9,5ul H,0 sterile.

L’amplificazione & avvenuta in 35 cicli alle segtiecondizioni: 1 minuto a 94 °C

(denaturazione), 1 minuto a 52 °C (annealing), Butnia 72 °C (allungamento).

Primers Sequenza Ta
PglCforApa ACCAGACCTTCCATCAGG 52 °C
Pgl1CrevNot TCACAAGTTTACTGATCGCTT 52 °C

Tabella 3.3: Primers per amplificare la regiongl di 3000 bp (Ta = temperatura di
allineamento dei primers)

Dopo corsa elettroforetica su gel di agarosio 1 %ta#o possibile visualizzare un

prodotto di amplificazione delle dimensioni attese e stato quindi purificato mediante
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il kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Prgmm€orporation, Madison, USA),
come precedentemente illustrato al paragrafo 3ilONA e stato quantificato su gel di
agarosio 1 % in circa 20 nd/
Grazie all'amplificazione con primers dotati di #déori contenenti i siti di taglio degli
enzimi di restrizioneApa e Notl & stato possibile digerire il prodotto PCR puatio; la
reazione é avvenuta in un volume difB@ontenenti:

- 22l prodotto di amplificazione purificate:(400 ng);

- 1l Apd (10 U/u);

- 1l Not (10 Ulul);

- 5ul buffer A 10X (perApa);

- 5 ul buffer O 10X (peMNotl);

- 16 ul HLO sterile.
La miscela e stata incubata a 37 8@rnighte in seguito il DNA é stato precipitato
aggiungendo 2 volumi di etanolo 100 % e un decimotlime di Sodio Acetato 3M pH
5,2. La miscela é stata quindi posta a -20 °C pemBti, prima di essere sottoposta a
centrifugazione per 15 minuti a 14.000 rpm. Elinbindl surnatante, sono stati
addizionati 500ul di etanolo al 70 %. Dopo una rapida agitazione gortex, € stato
ripetuto il passaggio in centrifuga alle medesinmndizioni. Il surnatante e stato
eliminato e il DNA é stato infine risospeso in dladi acqua sterile. Una quantificazione
su gel di agarosio 1 % ha stimato in 15uh¢d concentrazione del DNA.
In seqguito si & proceduto con la reazione di ligsil vettore pGEM-T Easy contenente
I'inserto Gene il nuovo framment@gl con promotore piu lungo, entrambi digeriti con
Apa e Notl, in un volume totale di 22 2!
12 ul vettore pGEM-T Easy contener®en(~ 60 ng);

7 ul insertopgl (= 100 nghl);
2,2l ligase buffer 10X;
1 ul ligasi T4 (3 Ull).

La miscela di ligasi e stata posta a 40¥@rnight
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3.2.2 Trasformazione di E. coli e ottenimento asttto I

La miscela di ligasi € stata impiegata per la tnasfzione di cellule competenti Hi
coli ceppo DH&, come descritto nel paragrafo 3.1.3.
Dalla trasformazione sono state ottenute 9 col@u#pposte in seguito ad una reazione
PCR con primers specifici per la regiopgl che amplificavano la completa regione
codificante del gene di circa 1.100 bp. La misckIBCR di 25ul totali conteneva:

- 1 ul primer PglorfF (100 ng);

- 1 ul primer PglorfR (100 ng);

- 12,5ul REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix con Mg@8igma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 10,5ul HLO sterile.
Come stampo e stato utilizzato un prelievo di ¢elhatteriche dalle rispettive colonie.
L’amplificazione e avvenuta in 35 cicli alle segtiecondizioni: 1 minuto a 94 °C
(denaturazione), 1 minuto a 53 °C (annealing), Inutw 30 secondi a 72 °C
(allungamento).
Una corsa elettroforetica su gel di agarosio 1 %drd#ermato la presenza del costrutto
nelle colonie batteriche 1, 2, 3 e 4.
Il DNA plasmidico & stato quindi purificato medierit kit Wizard® Plus Minipreps DNA
Purification System (Promega Corporation, MadisobSA), come descritto
precedentemente al paragrafo 3.1.4.
Per ottenere il costrutto I, il DNA plasmidico éat® digerito con gli enzimi di
restrizione Apa e Hindlll che andavano a tagliare a monte e a valle @stratto
d’interesse. La reazione & avvenuta in un volumaéidi 1 ml contenente:

- 333ul DNA plasmidico € 50ug);

- 7l Apd (10 Uful);

- 7 ul Hindlll (10 U/ul);

- 100ul buffer Multicore 10X;

- 10ul BSA 100X;

- 543ul H,O sterile.
La miscela é stata posta a 37 8@rnighte una corsa elettroforetica ha evidenziato la
corretta digestione: erano ben visibili una bandacdca 7000 bp corrispondente al
costrutto Il e una banda da circa 3000 bp corridpate al vettore pPGEM-T Easy.
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In seguito il DNA é stato precipitato aggiungendoagual volume di isopropanolo, 0,1
volumi di sodio acetato e ponendo la miscela a 2@6vernight In seguito la miscela e
stata centrifugata a 14.000 rpm per 15 minutiurthatante e stato eliminato e il DNA e

stato risospeso in 1Q0 di acqua sterile.

3.2.3 Analisi delle nuove colonie fungine trasforena

L’ottenimento dei protoplasti, la trasformaziondl iastramento sono stati effettuati
come descritto in precedenza nei paragrafi 3.39.40.
Per verificare la presenza del gepgl con promotore piu lungo é stata eseguita una
reazione PCR. Non sono stati utilizzato primer<sige per il gene marker, visto che vi
era stata un’ottima crescita su terreno di coloaratenente I'antibiotico geneticina.
Per ottenere il DNA é stata eseguita una estraZiapéda”, come riportato nel paragrafo
3.1.11. Sono state eseguite due reazioni PCR wolume totale di 2Qd, usando due
diverse coppie di primers specifici per la regiqugl: fg11011-5int/ fg11011-3int e
PglorfF/ PglorfR. La miscela di reazione conteneva:

- 1 ul DNA genomico;

- 0,5ul primer Forward (100 ng);

- 0,5ul primer Reverse (100 ng);

- 10 ul REDTag ReadyMix PCR Reaction Mix con Mg&Bigma Aldrich Inc.,

St. Louis, USA);

- 8 ul H,O sterile.
L’amplificazione e avvenuta in 35 cicli alle segtiecondizioni: 1 minuto a 94 °C
(denaturazione), 30 secondi a 53 - 55 °C (anneadiedi tabella 3.4), 1 minuto a 72 °C

(allungamento).

Primers Sequenza Ta
fg11011-5int ATCTCCGGCGCTGTCGTCAA 55 °C
fg11011-3int GCAGCTAGCGCAAAGAATGTA 55 °C

PglorfF ATGTTCTCTTCCATGATCCTTC 53°C

PglorfR TTAGCAAGAAGCTCCAGAAGG 53 °C

Tabella 3.4: primers per I'amplificazione delle regiopgl (Ta = temperatura di appaiamento dei primers)
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La successiva corsa elettroforetica su gel di ayarb% ha evidenziato al presenza del

costrutto in tutte le colonie fungine trasformatal&zate.

3.2.4 Controllo dell’attivita PG mediante saggio [CRBlate

Da ogni piastra di CMompletesolido (Leach et al., 1982) contenente i mutamigini,
sono stati prelevati 2 tondelli di terreno con @@ crescita attiva e sono stati posti in
beute contenenti 20 ml di terreno di coltura Szébkii,H.PO, 0,09%; (NH).HPO,
0,2%, MgSQ 0,01%, KCI 0,05%] addizionato con pectina (Citfesctin 1%) come
unica fonte di carbonio per indurre lattivitd P@I dungo. Le beute sono state incubate
per 4-7 giorni a 24 °C in agitazione a 100 rpm.

Per saggiare l'attivita PG, é stato eseguito umgisatCup Plate” 12 ml di un adeguato
substrato [Agar 0,8%, acido poligalatturonico (PG@Ad, tampone sodio acetato 50 mM
pH 5; sciolto a bagnomaria] sono stati posti insp& Petri lasciando solidificare. Alle
piastre sono stati praticati alcuni fori (questaeragione € stata eseguita utilizzando
I'estremita piu larga di una Pasteur di vetro) aquadli sono stati aggiunti 2@ di filtrato
colturale delle colture allevate in terreno Szedbitutto € stato lasciato digerire
overnight L’attivita poligalatturonasica (PG) e stata evidiata aggiungendo alle piastre
HCI 6 M. Come controllo sono stati utilizzati il mgo WT di F. graminearume il
mutanteAPGL1.

3.2.5 Controllo dell’attivita PG mediante saggisensimetrico

L’attivita PG dei mutanti fungini selezionati e tstadeterminata anche con un saggio
viscosimetrico. L’attivita € stata saggiata misg@na 30 °C la diminuzione della

viscosita relativa di 2 ml di miscela di reaziorentenente 0,5 ml di filtrato colturale

(prelevato da colture fungine allevate in Szecsn gectina 1%), 1 ml di acido

poligalatturonico (PGA 1 %, disciolto in tampone&lsoacetato 50 mM pH 5,0) e 0,5 ml
di tampone sodio acetato 50 mM pH 5,0.

La miscela di reazione € stata posta in un viscesoncapillare Micro-Ostwald,

collegato ad un sistema AVS 310 (Schott Geréate)a Wmita enzimatica (unita
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viscosimetrica, UV) é definita come la quantitéedzima che causa una diminuzione del

50 % di viscosita relativa della miscela di reagiam 1000 minuti.
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4. RISULTATI

4.1 Preparazione del costrutto|I:

4.1.1 Amplificazione del gene pgl

In questa fase si &€ amplificato il gepgl completo di sequenze regolatrici al fine di
ottenere mediante PCR un considerevole numeropie atella sequenza di interesse da
clonare. Per amplificare questo frammento di DNAcscstati utilizzati i primers
PglcomplF e PglcomplR, in grado di amplificare wegionepgl della grandezza di
2.533 bp, comprendente ORF di 1.128 bp, promotoie0é8 bp e terminatore di 337 bp

(Fig.4.1).

ACCAGACCTTCCATCAGGATCTAGAAGGATTCAAGTGGTTTGATACGATTCATACACCAGCCGATAGTGGTGGTA
AAAGGATTTCTAGAAACAAACACAGCCACCACAACCTTGTTTCAACTTCTGGCAGATCATCAGTCAGGAAGAGAT
AAATCTGTGCTAGTCCAAAGCCAAGCCTCAGCCGCCCACATTCCGGGCTAGGCATTGTTTCACATCATCTCTCAG
CTGTTTCAGGGGAAACAATACGTACTGATGGTGTCCACAGGATGACGAATETTCAAACACAGAAGATCAAAACA
CATTTATAAACACGAATTCGATATTCAGTTGATCATGATATAACACATTGC CATTTTCCATTGAGATTTTTTGCTAC
CGACATCTCTGACTTGTGTTTTGACCAGGTTCTACCAGCATGGTGGAGGTACGTGACATAAGGGGCGAACGTGAT
TGCCTCGAATCTTTCAAAACCGCGTCGATGAGAACAGAAATAGTCAACATTAAGCCACCACATGCGATTCTTTCC
ATAATAAGAAGTGCTCAGGTGCTCACTCGACGTTATTTTACGATTGGAACATTGTTATTAGTTGATTTTTATTTTTTT
TCTTATTTACTTTTAATGTTATGCATCAACAACACCCCACCCCAATTCTGTCGTAGGGTAGGCTCCTGAGATTATTC
ATGCTGTACATATGTAACTACTTGTTATGTCTGGGTAGCTTTTACAATTGITCAATGTTGAGAAAATAGACCAATATC
TAGATATATCCATCAATTGAACAGCCTGAATTCAGTATCCCGTATACTATTTAGATTTGAAGTCAGAGCATAGTTG
GTTTATTTTGTCGTTGTTAACTTCAAGCACATCGAAAAACGTCCATTGAGACGACTATTTGATGCCGAGGAATCATT
GTCCTACCCCTTGCAGCATATCCCCCACGACTGTCCCGACGATTGATCATIAACACATTCCTAGCAGCCGAGTTAG
TACGCGTATAGAAAGTCCGTCCCTTGATCCAACTTTCTCCACAAATGAACRPAATGCCGTTCATCTCCCCCAAAGCC
TTGAAGCTATTACCAGTTTGAAGTTCCTCGCATTGCAACCATTCACAAGTA@TCAACCCCCAATCTCACCATCTCAC
AAGACCCAGAGTATCATCAGAATGCCGTGCATCCGATATTCATCGAAATTGEACTAGATGCTGAAACTTGACAGTA
GCTGAGGAGAATTCAGATCCACCAATTAGAGGCGAGCAGGCCATAGATCGGGTTAGCGGTTCCATCTCAACCCC
AGGAAATTACCAAGAATGGTGGAGCACGATCCGTGTAATCGTTTGATGGAMCACGTTCTGGACACTGACACGGG
CCTTTATCACGGCTGAACGGCATCAAAGGCGTTGTAATCGGAGCTTTTACAGTTGTATTGCCAAGGATAAAAGAA
CCAAGATCCTCAACTCTAAGTCAACTCTATTATCTCATCCAACAATTCATCTCTTCACTTAGTACATATTTTCTACTC
TCAACTACATATCTCATCATGTITCTCTTCCATGATCCTTCTCAGCGGCCTGGTTGCCTCAGCCTTTGCCCACCCCA|
CTGTTGAGCCCCGTGCCAGCTGCACCTTTACTGATGCTGCTTCTGCTATGSGGCAAGGGTAGCTGCTCTACCATT
ATCCTCAACAACATTGCCGTCCCTGCTGGCACTACTCTTGATCTTACCAAGTCAAGGATGGCACTCATGTAAGTTAT
TCTGTTCTCTAAATATGGACTCTTTCTCACACAATAGAGATCTTCCAAGGAAAGACTACCTTTGGCTATGATACCTG
GGAAGGTCCCCTGATCTCCTTCACTGGAAACAACCTTCTCATCGAAGGTGCGATGGCCACTCCATTGACTGTCAG
GGTCAGCGCTGGTGGGATGGCAAGGGCAGCAACGGTGGCAAGACCAAGC@BGTTCTTCAGTGCCCATTCTCTC
CAGAACTCCAACATCAAGAACTTGAACGTTATCAACACTCCCGTTCAGGCTTTCAGCATCAACGGAGTCACCAACC
TCGGTGTCTACAACGTCCACATGGACAACTCTCTGGGAGATACCCAGGGTGACACAACACTGACGCTTTCGATGT
CGGCTCCTCCACCGGTGTTTAGTCTCCGGCGCTGTCGTCAAGAACCAGGACGACTGCCTCGCCATCAACTCCGG
CACCAACATCACCTTCACTGGTGGTAACTGCAGTGGTGGTCACGGTCTTTCATCGGATCCGTTGGAGGTCGATCC
AACAACGACGTCAAGACCGTCCGCATTCTCAACTCATCCATCTCCAACTCGACAACGGTGTTCGCATCAAGACCG
TTTCTGGAGCTACCGGTTCCGTCTCCGACGTCAAGTACGATTCCATCACTOAGCAACATTGCCAAGTACGGTATT
GTCATTGAGCAGGATTACGAGAACGGCTCTCCCACTGGTACCCCTACTGGIGTGTTCCCATCACCGATGTCACCA
TCAACAAGGTTACCGGATCTGTCAAGTCCAGCGGTACCGATATCACATTCTTTGCGCTAGCTGCAAGAACTGGA
CCTGGACCAACAACAAGGTCACCGGTGGTAAGACCTCTGACAAGTGCCAGGTGTTCCTTCTGGAGCTTCTTGCT
AAGTATCACGTTGGGCGTGAGAAGCAGTTGATGGGCTGAGATGAAGAAGAGTRCTTATTTTGTATATAGTTATTA
GCTCGAGTAAATAAATGGACAGTATCCTAACTTGTATCCCGCATTGAAAAATTGATGTGTATATTCAGAATGAGGA
ACTTTAGTAGCCAGTCAGCTCTTGAGCGATAGCTGAGACTGACCATAACALCATCGCGTGTCGATGTGGCTGAGT
TTGTATTGTTTCACCCTAAAATCGAACTAGTCTACGTCATCAAATCATCCAGTCCCTGGCAAAAGACAAAGGAAAA
TGATGGACTTGATCAACTATCACGTTGGTTTGTGATGAAAGCGATCAGTAAACTTGTGA

Figura 4.1: sequenza codificante il gene fgsg 11011 (pgl) [osmma 3, super contig &sarium
Comparative Databas@®road Institute)] con le rispettive sequenze retyata Legenda: punto di inizio
trascrizione (ATG) in colore arancione; codone dbps (TAA) in colore indaco; sequenza di
poliadenilazione in fucsia; coppie di primers PGoquF/PGlcomplR in verde-sottolineato; coppie di
primers interni f{g11011-5int/ f{g11011-3int in rossottolineato; coppie di primers PGlorfF/PG1lorfR in
blu sottolineato; coppie di primers PGlforApa/PGiX®t in marrone sottolineato; introne
sottolineato; regione putativa TATA box e regior@*@T evidenziate in giallo.
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4.1.2 Clonaggio dell'amplificato in pPGEM-T Easy

Dopo aver purificato il frammento di interessecairl00 ng di amplificato sono stati
utilizzati per la ligazione nel vettore plasmidigGEM-T Easy (Fig.4.2).

Questo vettore contiene un marcatore di selezigeeg che conferisce alla cellula la
resistenza all’antibiotico ampicillina) e un gellaeZ, codificante per Ig-galattosidasi,
che contiene il sito di policlonaggio. Linearizzatb vettore presenta delle timine in
posizione 3’ di ciascun filamento. Con I'amplificaze del genggl mediante PCR, la
Taq polimerasi ha aggiunto almeno una adenina atleB’amplificato. Questo ha
permesso l'appaiamento del vettore con il prod®©R e la reazione di ligasi ha
consentito la completa saldatura delle due sequdii2BlA.

Xmnl 2008
77 1 )
Scal 1890 \Nael 2707 T 11 slarl
) Aatll | 20
f1ari Sphl 26
BstZl | 31
Mcol a7
Amp ESllzl jg
3 ol
I]EEM -T EHS‘[ lac? - Sacll 49
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)
Spel B4
EccRI 70
Mot Fila
BstZl 77
Pstl a8
ori Sall a0
Mdel a7
Sacl 109
Batxl [118 3
Msil 127 “3‘
141 £
T sps Z

Figura 4.2: rappresentazione del plasmide pGEM-T Easy (Pron@waoration, Madison, USA).

Y

Il prodotto di ligazione € stato quindi utilizzafeer trasformare le cellule batteriche
competenti. Sono state ottenute 8 colonie trasftemdlintegrazione del genml e stata
confermata con una PCR dove sono stati utilizzgirimers specifici PGlcomplF e
PGlcompiR.
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4.1.3 Estrazione e purificazione del plasmide pGEGitcompl

La colonia trasformata numero 7 € stata selezigmat#iallevamento in coltura liquida in
modo da poter estrarre il DNA plasmidico. Il pladmi e stato poi digerito,
alternativamente, con gli enzimi di restrizioBad e BstXd che vanno ad eseguire un
taglio a valle del genpegl.

La successiva corsa elettroforetica su gel di &yareé% (Fig.4.3) ha confermato la
presenza di una banda di circa 5.500 bp, esattamantunghezza del vettore con
I'inserto pgl integrato.

Il prodotto di digestione ottenuto tagliando cBad € stato successivamente utilizzato

per aggiungere al costrutto il gene di seleziondgmesistenza alla geneticina.

5.500 bp

Figura 4.3: verifica in gel di agarosio 1% della
presenza della banda di circa 5.500 bp
corrispondente al vettore pGEM-T easy con
inserto pgl dopo digestione con enzima Sacl
(corsia 1) e BstXI (corsia 2). In corsia 3 & stato
caricato il marker 1Kb DNA Ladder Plus (Gene
Ruler™— Fermentas)

4.1.4. Amplificazione e purificazione dell'insegeneticina

Il gene codificante per la resistenza all’antilwotgeneticinaGen), necessario per la fase
di selezione delle colonie fungine, & stato anmgdio mediante tecnica PCR usando il
vettore pll99 (contenente il gene) come stamppraners GenSacF e GenSacR, in grado
di amplificare tutte le regioni regolatrici e I'OR#ella geneticina e contenenti degli

adattatori alle estremita con il sito di restriza Sad.

31



La reazione PCR ha evidenziato la presenza deltalebattesa di circa 2.800 bp
corrispondente al gergen(Fig.4.4).

L’amplificato e stato poi digerito con I'enzimamistrizioneSad e quantificato.

Figura 4.4: verifica della corretta amplificazione
dellinserto gen (corsia 2) su gel di agarosio 1kb.
corsia 1 e stato caricato il marker 1Kb DNA Ladder
Plus (Gene Rulé!- Fermentas)

4.1.5. Trattamento con fosfatasi alcalina e clonagglellinserto Gen in pGem-

PGlcompl

Poiché il plasmide pGEM-PG1compl e stato digerita cn solo enzima di restrizione
potevano avvenire errori nell'integrazione dellen® dovuti alla ricircolizzazione del
plasmide senza il gene da integrare. Per ovviayeesto problema, il plasmide pGEM-
PGlcompl e stato trattato con la fosfatasi alcaidd® (Shrimp Alkaline Phosphatase)
che, rimuovendo il gruppo fosfato al 5’, impedisalevettore di richiudersi. Questa
fosfatasi viene inibita solamente mediante calse@za utilizzare EDTA che, essendo un
agente chelante, potrebbe andare ad interagireodo megativo nella successiva fase di
ligasi.

Rimuovendo il fosfato al 5, la ligasi va cosi ddsae le catene tra inserto e vettore solo
in due punti; restano quindi dei nick, ma con lplicazione le molecole di DNA si
rigenerano in modo corretto.

La reazione di ligasi ha quindi consentito di imtgg I'insertoGene trasformare nuove
cellule batteriche.

Sono state ottenute e selezionate 6 colonie. Giasduesse é stata sottoposta a reazione

PCR, in cui sono stati utilizzati i primers inte@enPrbF e GenPrbR che andavano ad
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amplificare una regione interna del gene di cir68 #p, e sono risultate tutte positive

(Fig.4.5).

Figura 4.5: PCR per controllare la presenza dell'inserto getiené cellule trasformate. In
corsia 1 & stato caricato il marker 1Kb DNA Laddius (Gene RuléM— Fermentas)

I DNA plasmidico € quindi stato estratto e puric dalla colonia n°® 1.

Il plasmide é stato digerito con gli enzimi di resbne Apa e BstX che hanno tagliato a
monte e a valle del costrutto e la successiva adetaoforetica su gel di agarosio 1% ha
rivelato la presenza di due bande: una corrispdedatinserto di circa 5.500 bp, I'altra

corrispondente al vettore di circa 2.900 bp (F&).4.

Figura 4.6: analisi in gel di agarosio 1% del profilo
di digestione del costrutto (corsia 2) digerito con
enzimi di restizione Apal e BstXl e ottenimentdedel
bande da 5.500 bp (inserto) e 2.900 bp (pGEM-T
easy). In corsia 1 & stato caricato il marker 1Kb
DNA Ladder Plus (Gene Rufét— Fermentas)
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4.2 Trasformazione di F. graminearum per ottenere un mutante codificante per
PG1.

4.2.1 Sviluppo delle colonie trasformate in terresedettivo contenente geneticina

10 ug del costrutto di circa 5.500 bp exciso dal DNAgphidico sono stati utilizzati per
la trasformazione dei protoplasti Ei graminearumAPG1 ottenuti mediante digestione
delle pareti cellulari fungine.

Dopo selezione in terreno contenente geneticinap state ottenute e selezionate 24
colonie fungine che sono state poi trasferite tnegbiastre contenenti I'antibiotico per

verificare la resistenza degli isolati.

4.2.2 PCR per la selezione dei funghi trasformati

Per selezionare i funghi trasformati sono stategte due reazioni di PCR (Fig. 4.7)
utilizzando i primers GenSacF e GenSacR, per cariila presenza del gene codificante
la resistenza all’antibiotico, e i primers fg1108iht e fg11011-3int per verificare la
presenza del gene codificante PG1.

422 b

Figura 4.7: analisi su gel di agarosio 1% dei prodotti PCR
ottenuti da 4 colonie fungine trasformate (corsied)l
utilizzando i primers per amplificare la regionetéma del
gene pgl di 422 bp. In corsia 5 si € caricato ilrkes 1Kb
DNA Ladder Plus (Gene Rufé— Fermentas).
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4.2.3 Saggio per verificare I'attivita poligalattomasica (PG)

Per determinare l'attivita PG dei mutanti trasfotima stato eseguito il saggio “Cup
Plate”. L’attivita dell’enzima viene visualizzatart la formazione di un alone attorno al
foro centrale in cui viene messa ad incubare ViadtiPG (terreno di coltura del fungo
mutante allevato in presenza di pectina). La mastmtiene il substrato delle PG (PGA
1%) e l'alone indica se c’é stata degradazione aargel substrato. A differenza del

fungo WT (Fig. 4.9), utilizzato come controllo pib&d, tutti i funghi mutanti analizzati

non producevano attivita PG (Fig. 4.8).

Figura 4.8: Saggio “Cup Plate” di alcuni mutanti Figura 4.9: Saggio “Cup

fungini dove non e stata riscontrata attivita PG Plate” del fungo WT. In
qguesto caso l'attivita PG &
visibile sotto forma di
alone biancastro.

Un successivo saggio viscosimetrico ha confermagsénza di attivita PG nei mutanti

fungini (dati non mostrati).
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4.3 Preparazione del costrutto I1:

4.3.1 Excisione del gene pgl con le rispettivioagregolatrici e clonaggio di un nuovo

frammento con promotore piu lungo

Il costrutto | (P GEM-pglcompl-Gen) e stato digertan gli enzimi di restrizionépd e
Notl che hanno tagliato a valle e a monte delle ragregolatrici del genepgl. |l
frammento corrispondente al plasmide pGEM-Gen, idiac6.000 bp, & stato quindi
tagliato da gel e in sequito purificato e quanafa

Con una reazione PCR é stato amplificato un nuocanmrentopgl, usando i primers
PglforApa e PglrevNot, in grado di amplificare vegione di circa 3.000 bp con circa
500 bp di regione promotrice in piu rispetto altoatto | e dotati, rispettivamente, di
adattatori alle estremita con il sito di restrizodi Apd e Notl. L'amplificato & stato
purificato e quantificato.

La successiva reazione di ligasi ha permesso ¢jiatgone del nuovo frammento con
promotore piu lungo all'interno del plasmide pGEMG

Con la trasformazione batterica sono state otteBut®lonie. Una PCR dove con i
primers PG1lorfF e PGlorfR, che amplificano la regicodificante del genggl di circa

1.100 bp, ha dimostrato che 8 colonie su 9 erasdipe (dati non mostrati).

4.3.2 Ottenimento del costrutto e trasformazionE.djraminearumPG1

Il nuovo DNA plasmidico é stato estratto dalle coéol, 2 e 4 e digerito con gli enzimi
di restrizioneApd e Hindlll per excidere il nuovo costrutto. Una corsa tetdoretica su
gel di agarosio 1 % ha confermato la presenzaalibamda di circa 7.000 bp (costrutto) e
una di circa 2.900 bp (plasmide pGem-T Easy) (uati mostrati).

Il nuovo costrutto e stato utilizzato per trasforea protoplasti diF. graminearum
APG1:sono stati quindi ottenuti nuovi mutanti dai quabtato estratto il DNA genomico
per eseguire una reazione di PCR utilizzando Igieodi primers PGlorfF/PGlorfR e
fg11011-5int/fg11011-3int.

La PCR ha confermato la presenza del costruttattnit22 mutanti analizzati (dati non

mostrati).
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4.3.3 Verifica espressione dell'attivita PG

bY

L’attivita poligalatturonasica €& stata inizialmengé@idenziata grazie al saggio “Cup

Plate”. In questo caso si € rilevata attivita PQuitti i mutanti analizzati (Figg. 4.10 e
4.11).

Figura 4.10: Saggio “Cup Plate” di alcuni mutanti fungini (poztel0-
11-12) contenenti il costrutto con promotore piado, nei quali & visibile
attivita PG. Nel pozzetto 9 é stato caricato il totio negativo.

Figura 4.11: Saggio “Cup Plate” dove sono stati analizzati fhutante
fungino4PG1 (pozzetto 21A.3 — non € visibile attivita RG) fungo WT
dove é visibile attivitd PG
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L’attivita PG dei mutanti € stata misurata e comfaia anche mediante saggio
viscosimetrico; in alcuni casi si € rilevata uniath PG molto superiore a quella del
fungo WT (Fig. 4.12). Cio potrebbe essere dovutonaéelyrazioni multiple del costrutto

all'interno del genoma del fungo.

Attivita PG dei mutanti complementati

200000

180000 — O beuta 1
| beuta 2

160000 -

140000 -

120000

uv/ml

100000 B

80000

60000 +

40000
20000 + I I
O A

Figura 4.12: grafico dove sono stati riportati i valori di attta PG espressi in unita viscosimetriche (UV)
per ml di coltura. In alcuni casi I'attivita dei rtanti € molto simile al WT (es. campioni 2.3; 2i6)altri &
molto superiore (campioni 2.4; 2.8).
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5. DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Le poligalatturonasi (PG) sono tra i primi enzinggdadativi della parete cellulare ad
essere secreti dai funghi patogeni durante I'icfiezidi piante ospiti. Le PG svolgono un
ruolo importante nell'infezione di alcune pianteatiledoni (Shieh et al., 1997; Isshiki et
al., 2001; ten Have et al., 1997), note per possegolreti cellulari ricche in pectina.

Per quanto riguarda le specie monocotiledoni, dmengono un minor quantitativo di
pectine nella parete cellulare (Carpita and GiheE283), un ruolo delle PG nel processo
infettivo e stato dimostrato solo nel caso delénaizioneClaviceps purpureaegale
(Oeser et al., 2002). Tra le specie monocotiledamche il frumento & soggetto
all'attacco di un fungofusarium graminearumche secerne elevate quantita di una
endo-poligalatturonasi (PG1) nei tessuti dell'ogafNonostante cio, il ruolo della PG1
nell'infezione di spighe di frumento non e ancdi&t® chiarito con certezza.

Per chiarirne il ruolo, nel laboratorio dove ho lswda mia tesi & stato inattivato il
corrispondente gene codificante mediante knock-gehico ottenuto attraverso
ricombinazione omologa sito specifica. E’ stato glus ottenuto un mutante®PG1 che,
sottoposto a prove di infezione di spighe di frutbeta mostrato una ridotta virulenza
rispetto al fungdNilde type(WT). La PG1 appare dunque come un potenzialerétid
virulenza nel processo infettivo &i. graminearum ma per poter confermare questa
ipotesi € prima necessario complementare il gagiein modo da verificare il ripristino
della virulenza simile a quella del fungo WT.

In questa tesi & stato quindi ottenuto un costnoéiola complementazione, contenente |l
gene d’interessgp@l) completo di regioni regolatrici e un gene marger la selezione
dei mutanti, con il quale é stata resa possibil&rdaformazione dei mutanPG1. |
mutanti complementati ottenuti sono stati caratiatiin vitro.

Grazie ad una reazione di PCR é stato verificate dh genoma dei mutanti
complementati conteneva correttamente sia il frantmd’interess@gl che il gene per
la resistenza alla geneticina utilizzato per selemie le colonie fungine trasformate. Il
successivo saggio per verificare I'attivita PG h#avia mostrato che I'enzima non era
espresso in nessun mutante analizzato.

Per escludere errori nella sequenza codificanttat® gseguito il sequenziamento del
costrutto utilizzato per la trasformazione, sia geanto riguarda la regione codificante
PG1, che le regioni regolatrici quali il promotoferca 1.000 bp) e il terminatore,

verificando cosi la correttezza delle sequenzeantidiche.

39



Dopo aver escluso errori nella sequenza codificamte deciso di analizzare la sequenza
promotrice del genpgl di F. gramineaurmsi € cosi osservata I'assenza di una sequenza
“TATAA” conservata, determinante per indicare dR&lA polimerasi Il il punto esatto
da cui iniziare la trascrizione. Nel costrutto @g@nte invece una regione “TAAAA”,
molto simile alla sequenza conservata, situata bp4a monte dell’elemento da
trascrivere. Il promotore della sequenmd di F. graminearumappare dunque come un
promotore debole con bassa attivita trascrizionale.

Andando a verificare le sequenze promotrici dii afni codificanti pectinasi dF.
graminearum un secondo gene codificante R§gA) e il singolo gene codificante pectin
metil esterasiBmel), si € osservato che entrambe le sequenze camerlg regione
conservata “TATAA”, presente rispettivamente 142bp7 bp a monte dellATG.

Inoltre, allineando la sequenza codificante PGIFdigraminearumcon le sequenze
codificanti poligalatturonasi omologhe di altri fym del genereFusarium (F.
verticillioides e F. oxysporun si nota una elevata omologia di sequenza (0186 %);

il frammento codificante risulta quindi molto congo tra specie diverse Busarium
Analizzando in dettaglio anche la sequenza proc®tlei genpg di F. verticillioidese

di F. oxysporune possibile identificare un frammento di circa Hp0a monte dellATG
molto conservato con una omologia dell’90 %; qudsammento contiene la sequenza
conservata “TATAA” 131 bp a monte dell’elementotdescrivere. Per quanto riguarda il
promotore diF. graminearum oltre all’assenza della regione conservata, \geréicato
che la similarita con le sequenze promotrici denigeg di F. verticillioides e F.
oxysporunrisulta molto bassa (circa 24 %).

Sempre nella regione promotricerdigraminearume stato possibile identificare, 296 bp
a monte della sequenza codificante, I'elemento CTA#nportante per I'inizio della
trascrizione. InPenicillium griseoroseunguesto elemento e situato 270 bp a monte
del’lATG (Ribon et al., 2009) ed e considerato Uleneento importante per determinare
elevati livelli di espressione genica della PG fieigo. | “CCAAT boxes” potrebbero
infatti essere implicati nella modulazione dei liviascrizionali anche in altri CWDE di
altri funghi patogeni (Ribon et al., 2009).

Ipotizzando quindi che l'incapacita di produrreiatd PG dei mutanti complementati
con il genepgl dipenda dal fatto che la regione promotrice itesearel costrutto non
contenga tutte le regioni regolatrici necessariel’ggpressione, si € deciso di preparare

un nuovo costrutto con un promotore piu lungo tiab00 bp.
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Dopo trasformazione, si € confermata la presenzpue$to secondo costrutto nei nuovi
mutanti mediante una reazione di PCR dove é statplifcata tutta la regione
codificante del frammentopgl.

Il successivo saggio di attivita PG ha dimostrate ¢utti i mutanti presi in esame
producevano attivita PG; & dunque ipotizzabile whide 500 bp aggiuntive presenti nel
promotore del secondo costrutto ci siano sequesgelatrici importanti, putativamente
riconosciute da fattori di trascrizione indispenbader I'espressione del gene codificante
PG1. Per determinare se in queste 500 bp aggiudal@romotore si legano fattori di
trascrizione, si potrebbe eseguire un “Gel MobiBtyift Assay”. Le proteine prodotte dal
fungo in terreno inducente contenente pectina pba® essere messe a contatto con il
frammento di DNA della regione regolatrice di i&se. Con una successiva corsa
elettroforetica su gel di agarosio, utilizzando d®nspecifiche per riconoscere il
frammento, si potrebbe stabilire, in base alla eitdodi migrazione su gel, se la regione
promotrice presa in esame ha legato una proteati@i@ putativo di trascrizione).

L’analisi dellattivita PGin vitro ha mostrato in alcuni mutanti complementati uivaé
simile al WT, mentre in altri un’attivita PG ancheolto superiore. Questa differenza
potrebbe essere dovuta ad integrazioni multiplecdstrutto nel genoma del fungo. Per
verificare la correlazione tra elevati livelli diti@ita PG e il numero di inserzioni del
costrutto all’interno del genoma dei mutanti, inogpettiva futura sara necessario
eseguire un’analisi Southern Blot.

Per verificare il ripristino della virulenza dei tanti complementati e confermare dunque
il ruolo della PG1 diF. graminearumnel processo infettivo, saranno necessari
esperimenti di infezionén vivo di spighe di frumento con spore prodotte dai fungh

mutanti complementati.
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