Risposte genetico-molecolari delle piante a carenza idrica
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Riassunto

La produttivita potenziale delle piante coltivate & fortemente limitata da condizioni ambientali limitanti (stress bio-
tici e abiotici). Tra queste, la carenza idrica & uno dei fattori che maggiormente influenza la produttivita sia in ter-
mini quantitativi che qualitativi. La tolleranza alla siccita, cosi come ad altre condizioni avverse, & un carattere po-
ligenico: essa dipende, infatti, dall’espressione coordinata di interi set di geni comprendenti geni codificanti per pro-
teine direttamente coinvolte nella protezione-riparo dai danni da stress (geni agenti a valle: deidrine, chaperonine,
enzimi per la sintesi di osmoprotettivi e detossificanti, ecc.) e geni implicati nella regolazione dell’espressione (ge-
ni agenti a monte: fattori trascrizionali, chinasi, fosfatasi, ecc.). Al fine di comprendere le basi genetico-molecolari
della tolleranza a tale condizione, negli ultimi anni, I’attenzione si ¢ spostata dallo studio dei singoli geni a valle, a
quello dei geni a monte nel tentativo di identificare i determinati genetici responsabili della percezione e trasmis-
sione del segnale di stress e capaci quindi di attivare una risposta complessa e piu efficace. Lo sviluppo di nuove
tecniche ha permesso, inoltre, di spostare I’attenzione ad una visione d’insieme: ¢ stato quindi possibile analizzare
i cambiamenti globali determinati in una pianta da carenza idrica, a livello di trascrittoma, proteoma e metabolo-
ma. Inoltre, gli approcci di genetica mirata, permettendo la variazione di espressione di singoli geni permette di de-
terminarne la funzione. Infine, lo sviluppo di sistemi informatici sempre pil sofisticati permette di integrare ’enor-
me mole di informazioni continuamente generata: I'insieme di questi nuovi approcci sta dando grande impulso al-
I'identificazione dei geni maggiormente responsabili della tolleranza a stress, all’identificazione importanti QTL, al-
lo sviluppo di valide strategie di ingegneria genetica o di MAS per ottenere piante con migliorata tolleranza. In
questa review, sono riportati i pill recenti risultati in campo internazionale sui succitati temi, riguardanti sia piante
modello che piante di interesse agronomico. E stata rivolta particolare attenzione agli studi sui network genici coin-
volti nella risposta a stress idrico (pathway ABA-dipendenti ed ABA-indipendenti), sugli approcci innovativi per
identificare funzioni geniche importanti nel fenotipo di tolleranza (forward e reverse genetics), sulle strategie gene-
tiche avanzate per ottenimento di genotipi con aumentata tolleranza (ingegneria genetica, MAS basati su QTL).

Parole chiave: tolleranza a stress idrico, geni indotti da carenza idrica, regolazione dell’espressione genica, marker
assisted breeding, QTL.

Summary

PLANT GENETIC AND MOLECULAR RESPONSES TO WATER DEFICIT

Plant productivity is severely affected by unfavourable environmental conditions (biotic and abiotic stresses). Among
others, water deficit is the plant stress condition which mostly limits the quality and the quantity of plant products.
Tolerance to water deficit is a polygenic trait strictly dependent on the coordinated expression of a large set of ge-
nes coding for proteins directly involved in stress-induced protection/repair mechanisms (dehydrins, chaperonins,
enzymes for the synthesis of osmoprotectants and detoxifying compounds, and others) as well as genes involved in
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transducing the stress signal and regulating gene expression (transcription factors, kinases, phosphatases). Recently,
research activities in the field evolved from the study of single genes directly involved in cellular stress tolerance
(functional genes) to the identification and characterization of key regulatory genes involved in stress perception
and transduction and able to rapidly and efficiently activate the complex gene network involved in the response to
stress. The complexity of the events occurring in response to stress have been recently approached by genomics
tools; in fact the analysis of transcriptome, proteome and metabolome of a plant tissue/cell in response to stress al-
ready allowed to have a global view of the cellular and molecular events occurring in response to water deficit, by
the identification of genes activated and co-regulated by the stress conditions and the characterization of new si-
gnalling pathways. Moreover the recent application of forward and reverse genetic approaches, trough mutant col-
lection development, screening and characterization, is giving a tremendous impulse to the identification of gene
functions with key role in stress tolerance. The integration of data obtained by high-throughput genomic approa-
ches, by means of powerful informatic tools, is allowing nowadays to rapidly identify of major genes/QTLs invol-
ved in stress tolerance, and to develop appropriate strategies to obtain, through genetic engineering or Marker As-
sisted Breeding (MAS) water stress tolerant plants. In the present review we reported the most recent results ob-
tained, in both model and crop species, in the field of the plant genetics of water stress tolerance with special at-
tention to new insights into the complex gene networks activated in response to water deficit (ABA-dependent and
-indipendent pathways), the innovative genetic approaches to determine key gene functions (forward-reverse ge-
netics), and the application of new genetic strategies to obtain tolerant genotypes (genetic engineering, QTL-based
MAS).

Key-words: tolerance to drought stress, drought-induced genes, regulation of gene expression, marker assisted bree-
ding, QTS.

1. Introduzione I’analisi globale del trascrittoma in risposta a
stress in piante modello come Arabidopsis tha-
liana (Kreps et al., 2002; Seki et al., 2004), e in
diverse specie di interesse agrario, quali, riso
(Rabbani et al., 2003), patata (Costa et al., 2005)

orzo (Oztur et al., 2002) e altre (Buchanan et

Il potenziale produttivo delle piante coltivate
dipende dall’interazione genotipo-ambiente. In
condizioni ambientali non ottimali e/o di stress,
I’'omeostasi cellulare ¢ disturbata e cambiamen-
ti fisiologici e biochimici sono attivati in modo

da ridurre al minimo danni cellulari irreversibi-
li e ripristinare un nuovo equilibrio cellulare. La
carenza idrica ¢ la condizione di stress che mag-
giormente influenza negativamente le produ-
zioni agricole, riducendo anche la qualita dei
prodotti agricoli (Boyer, 1982; Bray, 2000).

La capacita di adattamento delle piante a ca-
renza idrica, intesa come capacita a mantenere
un tasso di crescita e, quindi, di produzione in
condizioni idriche sub-ottimali, € strettamente
associata a cambiamenti dell’espressione di in-
teri set di geni che codificano per proteine coin-
volte in meccanismi di riparazione di strutture
cellulari (deidrine, chaperoni), enzimi per la sin-
tesi di molecole osmoregolatrici e per la detos-
sificazione delle specie reattive dell’ossigeno
(ROS), che sono tra i fattori principali di inne-
sco del fenomeno di morte cellulare in condi-
zioni estreme di carenza idrica, ma anche di al-
tri insulti ambientali (congelamento, eccesso di
sali) che causano stress osmotico (Grillo e Leo-
ne, 1996). Ne consegue che la tolleranza a ca-
renza idrica ¢ un carattere poligenico, come do-
cumentato dai numerosi risultati ottenuti dal-
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al., 2005). Nonostante la diversita delle risposte
di adattamento innescate, il ripristino di una
nuova omeostasi cellulare in condizioni di ca-
renza idrica dipende da eventi di percezione, se-
gnalazione ed amplificazione intracellulare, e
porta all’attivazione della trascrizione di geni a
valle i cui prodotti genici sono implicati nella ri-
sposta fisiologica cellulare. Negli ultimi anni
I’attenzione si ¢, quindi, spostata dallo studio del
contributo di singoli geni nell’acquisizione del-
la tolleranza, a ricerche volte a comprendere
quali siano i determinati genetici della perce-
zione e trasmissione intracellulare del segnale
di carenza idrica. Anche se a tutt’oggi non si co-
noscono il sensore/sensori primari di condizioni
di stress, & stato dimostrato che la cascata di
MAP-chinasi (Jonak et al., 2002) ¢ un elemen-
to fondamentale della trasmissione intracellula-
re del segnale di carenza idrica, che porta al-
I'induzione della trascrizione di geni che codifi-
cano fattori di trascrizione capaci, a loro volta,
di attivare a valle la trascrizione di geni coin-
volti nei meccanismi di tolleranza (Boudsocq e
Lauriere, 2005). Il controllo trascrizionale non
¢, tuttavia, I'unico punto di controllo dell’e-
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from Bonhert et al., 2006).

spressione di proteine e/o enzimi responsabili
dei cambiamenti fisiologici che si verificano in
risposta a stress idrico. Modificazioni post-tra-
duzionali, quali fosforilazione/de-fosforilazione,
dalle quali dipende I’attivazione/disattivazione
di proteine con ruolo chiave nel metabolismo
cellulare, miristoilazione o palmitolazione, che
controllano la corretta localizzazione intra-
membrana, glicosilazione ed altre modificazioni
sono cambiamenti molecolari determinanti per
la corretta trasmissione del segnale di stress idri-
co, cosi come di altri tipi di stress (Chinnusamy
et al., 2006; Kwon et al., 2006). Negli ultimi an-
ni I’analisi globale dei cambiamenti del trascrit-
toma ¢ stata affiancata dall’analisi dei cambia-
menti del proteoma, che sta fornendo ulteriori
informazioni per la comprensione a livello glo-
bale dei meccanismi di segnalazione di carenza
idrica (Newton et al., 2004; Rose et al., 2004).
Tuttavia I’attivazione trascrizionale di uno o piu
geni, e/o post-traduzionale delle proteine da es-
si codificate, non necessariamente indicano che
quel gene/i sono cruciali per la tolleranza a
stress idrico. Questo puo essere stabilito analiz-
zando la risposta a stress idrico con approcci
funzionali che si basano sull’'uso di mutanti
knock-out (per T-DNA tagging o RNAI) per
quel determinato gene, o sullo studio dell’e-

spressione di un gene in linee ed ecotipi con li-
velli contrastanti di tolleranza (confronto su-
scettibili versus tolleranti). Inoltre, I'ultima arri-
vata delle discipline omics, la metabolomica,
mediante analisi globale dei cambiamenti me-
tabolici in risposta a stress osmotici sta confer-
mando la rapida attivazione in risposta a ca-
renza idrica della biosintesi di metaboliti osmo-
compatibili o di metaboliti secondari con fun-
zione antiossidante (Tohge et al., 2005).

L'integrazione mediante metodi informatici
dell’enorme mole di dati generati dalle analisi
del trascrittoma, del proteoma e del metabolo-
ma, dell’analisi funzionale, insieme alle infor-
mazioni continuamente aggiornate provenienti
dalle banche di dati di sequenze del genoma di
piante modello e di piante di interesse agrario
(Hirai et al., 2004; Tuberosa e Salvi, 2006), sono
lo strumento straordinario che i ricercatori han-
no oggi a disposizione per stabilire quali siano
i geni principali alla base della tolleranza a ca-
renza idrica, identificare importanti QTL
(Quantitative Trait Loci) e disegnare strategie
efficaci di ingegneria genetica e di selezione as-
sistita (MAS) per l'ottenimento di genotipi di
specie coltivate capaci di assicurare standard
produttivi accettabili anche in condizioni di
stress (figura 1).
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Di seguito saranno approfonditi gli argo-
menti su citati con particolare riferimento ai piu
recenti risultati ottenuti: i) nell’identificazione
di geni e network genici coinvolti nella risposta
delle piante alla carenza idrica; ii) nell’utilizza-
zione di approcci innovativi per definire le fun-
zioni geniche importanti per ’acquisizione del-
la tolleranza; iii) nelle applicazioni di strategie
genetiche avanzate per lo sviluppo di genotipi
tolleranti.

2. Basi molecolari della risposta delle piante a
stress da carenza idrica

2.1 Geni e funzioni geniche coinvolte nella ri-
sposta a carenza idrica

Le piante, in quanto organismi sessili, incapaci
di sfuggire alle condizioni ambientali avverse,
hanno sviluppato un’ampia varieta di strategie
per adattarsi alle mutevoli condizioni ambien-
tali. Le cellule vegetali hanno, di conseguenza,
evoluto pathway di segnalazione per percepire
ed integrare differenti segnali dall’ambiente e
rispondere modulando I’espressione di set di ge-
ni (Knight e Knight, 2001). La tolleranza allo
stress idrico ¢, quindi, il risultato del coordina-
mento di alterazioni biochimiche e fisiologiche
a livello cellulare e molecolare, come ad esem-
pio la sintesi di ABA, I’'accumulo di vari osmo-
liti e di proteine con un ruolo di riparazione e
protezione accoppiati con un efficiente sistema
antiossidante (Cushman e Bonhert, 2000). I
meccanismi di risposta attivati dipendono stret-
tamente dalla durata e intensita dello stress e
dalla capacita di elicitare risposte cellulari a bre-
ve e a lungo termine tali da limitare i danni e
preservare le strutture cellulari (risposta a con-
dizioni shock) e di ripristinare un nuovo equili-
brio omeostatico (risposta adattativa) (Leone et
al., 1999).

Negli ultimi anni, diversi approcci sperimen-
tali hanno portato all’identificazione e descri-
zione di un enorme numero di geni e funzioni
geniche coinvolti nei meccanismi di risposta del-
le piante a stress idrico e allo stress osmotico
ad esso associato (per recenti review consulta-
re Bohnert et al. (2006), Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki (2006)). L’analisi su larga scala del
trascrittoma ha, infatti, evidenziato che centi-
naia di geni sono attivati o repressi in risposta
a stress idrico ed osmotico (Bray, 2004; Seki et
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al., 2004). I diversi geni individuati, oltre ad ave-
re un ruolo diretto nella protezione delle cellu-
le dai danni causati da stress osmotico, sono
coinvolti nell’attivazione di circuiti di regola-
zione che controllano l'intero network della ri-
sposta a carenza idrica. I geni coinvolti sono,
quindi, generalmente divisi in due categorie: 1)
geni funzionali, che includono geni implicati nel-
la sintesi di molecole e proteine con ruolo pro-
tettivo di processi cellulari cruciali (proteine
protettive, enzimi detossificanti, osmoliti com-
patibili ed altri), isolati da piante e organismi
procariotici, e ii) geni regolatori, codificanti pro-
teine regolatrici coinvolte nella percezione e
trasduzione del segnale di stress (putativi recet-
tori, calmoduline, calcium-binding proteins, fo-
sfolipasi, chinasi e fosfatasi, fattori di trascrizio-
ne), che modulano I’espressione dei geni ap-
partenenti alla prima categoria (Shinozaki e Ya-
maguchi-Shinozaki, 1997; Leone et al., 1999).

2.1.1 Geni funzionali. Geni coinvolti nella osmo-
regolazione cellulare. In condizioni di carenza
idrica, le cellule accumulano soluti per aumen-
tare la pressione osmotica intracellulare, evita-
re la perdita di acqua e mantenere il turgore
cellulare. Tali soluti includono ioni come K,
Na*, CI, e soluti organici, quali composti del-
lammonio quaternario (glicinbetaina), ammi-
noacidi (prolina), polioli (inositolo, mannitolo)
e zuccheri (saccarosio, trealosio), chiamati an-
che osmoliti compatibili perché si accumulano
in quantita elevate nel citoplasma non interfe-
rendo con le normali funzioni cellulari. Geni co-
dificanti per enzimi coinvolti nella biosintesi de-
gli osmoliti sono stati isolati da diverse specie
vegetali e micro-organismi, che condividono con
le piante alcuni meccanismi osmoprotettivi. Negli
ultimi anni la manipolazione dei livelli di osmo-
liti mediante approcci di ingegneria genetica ¢
stata oggetto di numerose ricerche, i cui risultati
principali sono riportati nel paragrafo 3.1 e in re-
centi articoli (Wang et al., 2003; Vinocur e Alt-
man, 2005; Umezawa et al., 2006; Valliyodan e
Nguyen, 2006). Il meccanismo di protezione cel-
lulare fornito dagli osmoliti ¢ ancora dibattuto.
Oltre al ruolo nell’aggiustamento osmotico, gli
osmoliti (prolina e mannitolo) sembrano svolge-
re anche altre funzioni, come I’'inattivazione del-
le specie reattive dell’ossigeno (ROS) (Hong et
al., 2000) o la stabilizzazione strutturale delle
proteine (Carpenter et al., 1990).
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Un’altra classe di proteine con ruolo crucia-
le per ridurre le perdite di acqua mediante
osmoregolazione cellulare sono i trasportatori;
proteine che facilitano il movimento dell’acqua
attraverso le membrane, come le acquaporine e
diverse pompe ioniche, quali ATPasi, proteine
antiporto Na*/H* e trasportatori del K*.

Le acquaporine (water channel proteins) so-
no proteine canale che facilitano il passaggio
dell’acqua attraverso le membrane, regolando la
conduttivita idraulica delle membrane (Maurel
e Chrispeels, 2001). Molti geni codificanti per
acquaporine sono sovra-espressi in risposta a
stress idrico, tra questi rd28 in A. thaliana (Ya-
maguchi-Shinozaki et al., 1992) e TRAMP (toma-
to-ripening-associated membrane protein) (Fray et
al., 1994).

Inoltre il mantenimento dell’omeostasi ioni-
ca cellulare, mediante regolazione dell’assorbi-
mento, del sequestro, della esclusione e del tra-
sporto ionico in condizioni di stress ¢ garantito
dall’attivita di trasportatori, che si accumulano
in risposta a stress osmotico associato a caren-
za idrica. Grazie a questa regolazione, nella cel-
lula & prontamente ristabilito un rapporto equi-
librato K*/Na* e mantenuta una bassa concen-
trazione citosolica di Na* (Zhu, 2003).

Geni coinvolti nella protezione delle struttu-
re cellulari e riparo dei danni. Durante lo stress
idrico differenti prodotti genici si accumulano
per proteggere le strutture cellulari e importan-
ti funzioni metaboliche dall’eccessiva disidrata-
zione. La classe di geni pil studiata ¢ quella dei
geni codificanti proteine LEA (Late Embryo-
genesis Abundant). Questo gruppo di proteine,
inizialmente caratterizzate per il loro accumulo
nelle ultime fasi dell’embriogenesi, sono indot-
te anche in altri tessuti vegetali in risposta a ca-
renza idrica, basse temperature, eccesso di sali
o trattamenti esogeni di ABA (Close et al.,
1989; Almoguera e Jordano, 1992; Gilmour et
al.,, 1992). Le proteine LEA sono altamente
idrofiliche per la loro composizione amminoa-
cidica ricca in glicina e sembra agiscano da cha-
peronine, per prevenire ripiegamenti proteici er-
rati e impedire la denaturazione proteica
(Xiong e Zhu, 2002).

La carenza idrica, come altri tipi di stress
ambientali, favorisce la generazione di specie
reattive dell’ossigeno (ROS), responsabili della
produzione di diverse forme di danni cellulari

(Smirnoff, 1993). Le cellule prevengono gli ef-
fetti negativi dello stress ossidativo sintetizzan-
do composti antiossidanti ed enzimi detossifi-
canti, quali la superossido-dismutasi, la gluta-
tione S-transferasi, la ascorbato-ossidasi e la ca-
talasi (Scandalios, 1997).

Geni coinvolti nella sintesi, processamento e
degradazione delle proteine. Molti geni codifi-
canti per proteine coinvolte nella prevenzione e
riparo dei danni cellulari e nella rimozione di
composti tossici sono indotti da stress idrico ed
osmotico. La sintesi proteica ¢ uno dei proces-
si cellulari piu sensibili ai danni da stress idri-
co. Una componente essenziale della sintesi pro-
teica, il fattore di elongazione 1-alfa si accumu-
la velocemente in cellule vegetali adattate a
stress salino (Zhu et al., 1994) e idrico (Costa
et al., 1999), e cid sembra indicare 1’esistenza di
un meccanismo adattativo di protezione della
sintesi proteica.

In risposta a stress osmotico si accumulano,
inoltre, anche enzimi coinvolti nella degrada-
zione di proteine danneggiate irreparabilmente
dagli effetti dello stress osmotico, come 1’ubi-
quitina e di alcune proteasi (Guerrero et al.,
1990), mentre attivita opposta hanno gli inibi-
tori di proteasi e le chaperonine, anch’esse in-
dotte in risposta a questo tipo di stress. Mentre
la produzione di inibitori di proteasi sembra
avere il ruolo di proteggere le proteine dalle
proteasi rilasciate a causa di danni nelle mem-
brane intracellulari, le chaperonine sono diret-
tamente coinvolte nel favorire il corretto ripie-
gamento ed assemblaggio di proteine, processo
disturbato da condizioni di stress idrico ed
osmotico. Una classe ubiquitaria di chaperoni-
ne sono le heat shock proteins (HSP), tipiche
della risposta a stress da elevate temperature
(Vierling, 1991). Da recenti studi & emerso che
alcune HSP con una simile funzione sono in-
dotte da stress idrico ed osmotico in tabacco e
patata (Zhu et al., 1993; Costa et al., 2005).

2.1.2 Geni regolatori. Negli ultimi anni gli sfor-
zi dei ricercatori si sono concentrati sull’indivi-
duazione e caratterizzazione di geni regolatori
dell’espressione dei geni che agiscono nella ca-
scata di trasduzione del segnale di stress. Gli stu-
di sono stati volti a definire in che modo il se-
gnale di stress & percepito e quali eventi cellu-
lari e molecolari sono indotti per la trasmissio-
ne del segnale e I'attivazione di funzioni geni-
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che a valle (consultare review di Verslues e Zhu,
2005; Nakashima e Yamaguchi-Shinozaki, 2006;
Valliyodan e Nguyen, 2006). A tutt’oggi sono di-
sponibili pochi dati riguardo I'identificazione di
putativi recettori del segnale capaci di monito-
rare 1 cambiamenti dell’ambiente. L’ipotesi co-
mune ¢, comunque, che le piante abbiano mec-
canismi di percezione del segnale di stress am-
bientali simili a quelli di organismi eucariotici
semplici, come il lievito, dove alcuni sensori so-
no stati isolati e caratterizzati (Maeda et al.,
1994). Ad esempio, in Arabidopsis ¢ stato iden-
tificata un nuovo tipo di istidina chinasi
(AtHKI) con similarita strutturali con ’osmo-
sensore di lievito SLN1 e capace di comple-
mentare mutanti di lievito slnl difettivi, indi-
cando che ATHK1 potrebbe funzionare da
osmosensore anche in pianta (Urao et al., 1999).
Numerosi geni regolatori identificati sono,
invece, coinvolti nelle fasi successive di trasdu-
zione del segnale di stress. Un ruolo di impor-
tanza primaria nella trasduzione del segnale ¢
svolto da una serie di chinasi e fosfatasi, attra-
verso reazioni di fosfo-defosforilazione di fatto-
ri trascrizionali (Mizoguchi et al., 1997). Sono
stati descritti nelle piante sistemi di MAP-chi-
nasi specificamente attivi in condizioni di stress
osmotici (Mizoguchi et al., 2000). Un altro even-
to noto nel pathway di segnalazione di carenza
idrica & ’aumento della concentrazione di cal-
cio intracellulare. Questo aumento porta all’at-
tivazione di altri effettori, come le calmoduline,
proteine chinasi dipendenti da calcio (CDPKs)
e fosfatasi regolate da calcio (Knight et al.,
1997). I complessi eventi di trasduzione del se-
gnale di stress mediati da cascate chinasi di ti-
po MAP o CDP sono stati recentemente de-
scritti in dettaglio da Shinozaki et al. (2003).
Di estrema importanza ¢ il ruolo di media-
tore della risposta a stress svolto dall’acido ab-
scissico (ABA), fitormone coinvolto nella rego-
lazione dell’espressione di molti geni indotti da
stress (Bray, 2002; Verslues e Zhu, 2005). E or-
mai chiaro che la complessa risposta delle pian-
te allo stress idrico coinvolge I’attivazione di al-
meno quattro pathway di risposta, di cui due
“ABA-dipendenti” e due “ABA-indipendenti”.
Le quattro vie sono tra loro interconnesse e 1’e-
spressione di singoli geni a valle ¢ regolata da
una o piu vie (Zhu, 2002; Shinozaki et al., 2003).
Recentemente molti dei fattori coinvolti nei
pathway di segnalazione di stress idrico e osmo-
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tico sono stati identificati e descritti in dettaglio
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). Co-
me gia accennato in precedenza, i risultati di ta-
li studi indicano chiaramente che la risposta del-
le piante a stress idrico ¢ in larga misura so-
vrapposta alla risposta cellulare a stress da ec-
cesso di sali e da basse temperature (Nakashi-
ma e Yamaguchi-Shinozaki, 2006; Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki, 2006). Di seguito sono
riportati i piu recenti risultati sulla identifica-
zione di geni regolatori della trasmissione in-
tracellulare del segnale di stress idrico e sulle
interconnessioni con altri tipi di stress.

Reguloni ABA-dipendenti. 11 pill importante
pathway di segnalazione dello stress idrico ed
osmotico ABA-dipendente coinvolge geni che
presentano nel loro promotore la sequenza con-
senso ABRE (ABA Responsive Element). Tali
geni sono attivati grazie all’interazione di que-
sti elementi in cis con fattori trascrizionali ABF
(ABRE Binding Factor, anche detti AREB). Ta-
li fattori, appartenenti alla classe Basic domain
leucin zipper, costitutivamente espressi, sono at-
tivati da modificazioni post-traduzionali dipen-
denti da ABA (Choi et al., 2000; Uno et al.,
2000). La loro sovra-espressione (ABF3 o
AREB?2) induce ipersensibilita al’ABA, au-
mentata traspirazione e migliore tolleranza a
stress idrico (Kang et al., 2002).

Un altro pathway di segnalazione ABA-di-
pendente coinvolge fattori trascrizionali di tipo
Myb (AtMYB2) e Myc (AtMY(C2), la cui sinte-
si dipende dall’accumulo di ABA e la cui azio-
ne ¢ quindi piu tardiva rispetto ai fattori ABF.
Similmente ai fattori ABF, la loro sovra-espres-
sione costitutiva in piante transgeniche induce
ipersensibilita all’ ABA e migliorata tolleranza a
stress (Abe et al., 2003). Geni attivati da tali fat-
tori trascrizionali sono Rd22 ed altri geni coin-
volti nello stress idrico, ABA-dipendenti, ma an-
che I’alcol deidrogenasi e geni regolati dall’aci-
do jasmonico (Abe et al., 2003).

Reguloni ABA-indipendenti. 11 pathway di re-
golazione che coinvolge i fattori DREB/CBF
costituisce il pill importante regulone ABA-in-
dipendente identificato in A. thaliana, sia per il
numero di geni a valle coinvolti, sia per gli ef-
fetti della sua sovra-espressione in piante tran-
sgeniche in termini di tolleranza agli stress (Ya-
maguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). Nei pro-
motori di diversi geni la cui espressione ¢ in-
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dotta da carenza idrica, ma anche da tempera-
ture al di sotto di 0 °C, ¢ presente un elemen-
to DRE/CRT (Drought Responsive Element/C
Repeat) con sequenza consenso A/GCCGAC
responsabile della risposta a stress ABA-indi-
pendente (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
1994). Sono stati identificati diversi fattori tra-
scrizionali (TF), appartenenti alla classe AP2
(Apetala2) in grado di legare elementi cis, rag-
gruppabili nelle due classi DREB1 (DRE Bin-
ding protein 1) o CBF (C-repeat Binding Fac-
tor) e DREB2 (DRE Binding protein 2). In par-
ticolare, le proteine DREB2A ¢ DREB2B sono
coinvolte nell’espressione di geni indotti da ca-
renza idrica (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
2006).

Recentemente sono stati isolati e caratteriz-
zati altri tre membri della classe DREBI, la cui
espressione & regolata positivamente da stress
osmotico (DREBID/CBF4) e stress salino
(DREBIE/DDFI ¢ DREBIF/DDF2). E stato
dimostrato che I’espressione di DREBID di-
pende dall’accumulo di ABA (Haake et al,
2002; Magome et al., 2004).

Tra gli otto TF della classe DREB?2,
DREB2A e DREB2B sono i due maggiormen-
te coinvolti nella risposta a carenza idrica ed ec-
cesso di sali (Nakashima et al., 2000; Sakuma et
al., 2002). Tuttavia la sovra-espressione in pian-
te transgeniche di tali TF non risulta in una mi-
gliorata tolleranza a tali stress, suggerendo la
presenza di meccanismi di regolazione post-tra-
scrizionale (Liu et al., 1998). In accordo con ta-
le ipotesi, I'uso di una forma deleta di
DREB2A-CA, mancante di un dominio di re-
pressione, induce sia I’espressione di molti geni
implicati nella risposta a siccita, che una mi-
gliorata tolleranza a tale stress. E interessante
notare che nonostante le proteine di tipo
DREB1 e DREB2 legano lo stesso dominio
consenso presente su geni indotti sia da freddo
che da siccita (ad esempio RD29A), analisi mi-
croarray indicano una non completa sovrappo-
sizione dei profili di espressione di piante co-
stitutivamente sovra-esprimenti DREBI1 e
DREB2-CA. Inoltre, mentre piante sovra-espri-
menti DREB1 mostrano aumentata tolleranza
a siccita oltre che a freddo, non ¢ vero il con-
trario per piante sovra-esprimenti DREB?2 (Ya-
maguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006).

Recentemente ¢ stato identificato un TF,
ICE1, Inducer of CBF Expression, appartenen-

te alla classe Myc basic domain in grado di tran-
sattivare il promotore del gene DREB1A/
CBF3, ma non quello di altri due membri della
stessa classe (Chinnusamy et al., 2003). Un di-
verso TF, sempre della classe Myc basic domain
¢ in grado di transattivare invece il gene
DREBI1C/ (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
2006). La scoperta che nel mutante c¢bf2, in cui
il gene DREBI1C ¢ silenziato, I’espressione dei
geni DREB1A e B, come pure la tolleranza a
stress abiotici, € aumentata, suggeriscono che
DREB1C/CBF2 possa avere un ruolo di rego-
latore negativo, il che sarebbe anche in accordo
con la presenza di TF diversi deputati all’atti-
vazione dei singoli geni CBF (Novillo et al,,
2004). Tuttavia, I'induzione costitutiva di geni
coinvolti nella risposta a freddo e la migliorata
tolleranza a stress in piante sovra-esprimenti ta-
le gene, indicano che l'interazione tra i diversi
ruoli di detti geni ¢ molto pitt complessa (Vo-
gel et al., 2005).

Sono stati descritti altri TF del tipo Myc
(ANACO019, 055 e 072) e TF del tipo tipo Zinc-
Finger Homeodomain, uno dei quali (ZFHDI)
agisce in risposta a stress idrico in maniera
ABA-indipendente (Tran et al., 2004).

2.2 Analisi genomica della risposta a stress: as-
segnazione di funzioni geniche mediante forward
e reverse genetics

Nell’ultimo decennio le ricerche e gli studi sul-
la complessita dei meccanismi di risposta delle
piante a stress ambientali ed in ultima istanza,
della tolleranza, sono stati affrontati con stru-
menti di analisi e di studio integrati, capaci di
fornire una visione globale della complessa re-
golazione dell’intero set di geni coinvolti. L'im-
piego di nuove tecnologie per il clonaggio dei
geni e per il sequenziamento su larga scala ha
portato allo sviluppo di nuove metodologie che
sono capaci di sfruttare pienamente I’aumenta-
ta disponibilita di dati ottenuti dal sequenzia-
mento di genomi vegetali.

Il sequenziamento di interi genomi o di Ex-
pressed Sequence Tags (EST) e il numero cre-
scente di informazioni sui profili di espressione
genica derivanti dall’uso esteso di tecniche di
array, hanno consentito, infatti, di identificare
centinaia di geni la cui espressione ¢ indotta o
variamente modulata in risposta a stress idrico
(drought-related genes) (Bray, 2004; Bonhert et
al., 2000). Tuttavia, questo tipo di informazioni
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non consente di conoscere ’effettivo ruolo ed,
in ultima analisi, il significato adattativo di ge-
ni indotti da carenza idrica. Sono state svilup-
pate quindi, negli ultimi anni, strategie geneti-
che funzionali, per definire, da una parte, la fun-
zione dei geni isolati e dall’altra per isolare nuo-
vi geni sulla base della loro specifica funzione
nei meccanismi di tolleranza. Gli studi di geno-
mica funzionale mirano alla comprensione del-
la funzione delle proteine codificate dai singoli
geni ovvero a stabilire il rapporto tra un gene
ed il suo fenotipo. Uno dei principali strumen-
ti per studiare tale relazione ¢ rappresentato
dallo studio di mutanti. I’analisi di mutanti puo
essere effettuata seguendo principalmente due
vie: la prima, la strategia di forward genetics,
prevede lo studio di mutanti selezionati sulla ba-
se di un fenotipo di interesse (es. la suscettibi-
lita e/o tolleranza ad un evento di stress) per
poi risalire al gene mutato responsabile di quel
fenotipo. L’altra strada, nota come approccio di
reverse genetics, sviluppata in tempi piu recenti
in concomitanza dell’aumento di conoscenze sui
genomi vegetali, prevede la selezione di mutan-
ti per una data sequenza genica alla ricerca di
un fenotipo dipendente dal gene in esame.

Le aumentate conoscenze del genoma della
specie modello A. thaliana e di tecniche effi-
cienti di trasformazione genetica hanno per-
messo lo sviluppo di sofisticati strumenti gene-
tici con la creazione di numerose popolazioni
mutanti utili sia in approcci di forward che di
reverse genetics (Bonhert et al., 2006; Koiwa et
al. 2006). Nell’utimo decennio sono state svi-
luppate numerose popolazioni dette loss-of-
function o knock out, ottenute tramite mutage-
nesi inserzionale casuale mediante l'inserzione
di DNA esogeno, quali I'elemento T-DNA (T
DNA tagging) o un elemento trasponibile (tran-
sposon tagging) all’interno di una pianta ospite
per inattivare sequenze geniche (Ramachan-
dran e Sundaresan, 2001; Alonso et al., 2003).
Molti centri di ricerca si sono specializzati nel-
la creazione e screening di mutanti di Arabido-
psis e mettono oggi a disposizione ampie colle-
zioni di mutanti relativi a quasi tutti i geni pre-
senti nel genoma di questa specie (Krysan et al.,
1999; Alonso et al., 2003; Koiwa et al., 2006). La
mutagenesi inserzionale & utile nel caso in cui
il silenziamento di un gene produce un fenoti-
po evidente; tuttavia nei sistemi eucariotici, il
knock out genico non sempre porta a questo ri-
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sultato, a causa della presenza di copie multiple
del gene di interesse, oppure, al contrario la mu-
tazione puo risultare letale. Una strada alterna-
tiva per evidenziare fenotipi associati a questi
geni consiste nel cercare di aumentare il loro li-
vello di espressione producendo mutazioni do-
minanti dette gain-of-function.

Lacquisizione di una nuova funzione genica
puo essere ottenuta direttamente mediante so-
vra-espressione/sotto-espressione di un gene
target in piante transgeniche (tecnologia sen-
so/antisenso) oppure con tecniche ad approccio
casuale note come activation tagging. Quest’ul-
tima si basa sulla trasformazione casuale con co-
strutti portanti enhancer o promotori forti ca-
paci di indurre la sovra-espressione dei geni a
valle del punto di inserzione (Walden et al.,
1994; An et al., 2005). Inoltre sono stati svilup-
pati altri strumenti genetici per produrre ed
identificare mutanti anche in specie per le qua-
li non sono disponibili collezioni di mutanti in-
serzionali. Tra di essi la tecnica nota come TIL-
LING (Target Induced Local Lesion In Geno-
me), capace di combinare la classica mutagene-
si casuale per mezzo di agenti chimici (EMS)
con una selezione basata sull’amplificazione del-
le sequenze target mediante PCR, ¢ probabil-
mente quella pilt nota (McCallum et al., 2000).

Lo studio di mutanti ha contribuito enor-
memente alla comprensione dei meccanismi di
resistenza alla siccita, e agli stress osmotici in
generale, permettendo l’identificazione di im-
portanti componenti del pathway di trasduzio-
ne del segnale di stress (Bonhert et al., 2006;
Koiwa et al., 2006; Yamaguchi-Shinozaki e Shi-
nozaki, 2006) Ad esempio, il ruolo svolto dal-
I’ABA come mediatore della risposta moleco-
lare a stress idrico ¢ stato chiarito a partire da-
gli anni Ottanta attraverso 1'uso dei mutanti
flacca di pomodoro (Neil e Horgan, 1985; Gril-
lo et al., 1995). Negli anni Novanta, approcci di
forward genetics hanno consentito di descrivere
i pathway regolativi dipendenti da ABA e coin-
volti in diversi meccanismi di resistenza me-
diante l'uso di mutanti insensibili all’ABA
(ABA insensitive) e mutanti incapaci di sinte-
tizzare ABA (ABA deficient) isolati in diverse
specie (arabidopsis, girasole, pomodoro e pata-
ta). Lo studio di questi mutanti ha consentito di
identificare geni indotti da siccita la cui espres-
sione & mediata dall’accumulo di ABA e di com-
prenderne il ruolo nell’ambito dei meccanismi
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di resistenza (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
1997; Bonetta e McCourt, 1998; Versleus e Bray,
2006). Ad esempio, i mutanti ABA insensitive
abil e abi2 di Arabidopsis hanno permesso di
identificare due geni che codificano per protei-
ne fosfatasi 2C coinvolte nella risposta moleco-
lare all’accumulo di ABA, i corrispondenti mu-
tanti sono di conseguenza incapaci di indurre al-
cuni geni normalmente espressi in risposta a sic-
cita (Chak et al., 2000).

Recentemente, un originale approccio per
selezionare mutanti coinvolti nella regolazione
della risposta a stress, ¢ consistito nella ricerca
di genotipi caratterizzati da un alterato profilo
di espressione del gene drought-related RD29A,
il cui promotore ¢ stato associato al gene re-
porter Luciferasi. Piante trasformate con il ge-
ne chimerico promotore RD29A-gene reporter
sono state mutagenizzate e dalla popolazione
sono stati isolati mutanti che esprimono il gene
reporter piu intensamente del gene endogeno
RD29A (mutanti hos — high expression of osmo-
tically responsive genes), meno intensamente
(mutanti los — low expression of osmotically re-
sponsive genes) o costitutivamente (mutanti cos
— constitutive expression of osmotically respon-
sive genes) (Ishitani et al., 1997). Tale sistema ha
consentito di identificare numerosi geni che
controllano  positivamente/negativamente 1
pathway di segnalazione in risposta a stress
(Zhu, 2002; Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki,
2006). Molti dei mutanti hos, los e cos mostra-
no, inoltre, un fenotipo di maggiore o minore
tolleranza a stress dimostrando ’effettiva con-
nessione tra espressione dei geni drought-rela-
ted e la resistenza alla siccita (Ishitani et al.,
1997; Chinnusamy et al., 2003; Zhu et al., 2004).
Interessanti sono risultati i mutanti hosl0, inca-
paci di acclimatare a freddo ed ipersensibili al-
la salinita e alla siccita, nonostante il livello di
espressione pil alto di geni regolati dal TF
DREB. Hos10 codifica per un TF di tipo MYB
che sembra implicato nel controllo della biosin-
tesi del’ABA in seguito a stress. La maggior
sensibilita agli stress di questi mutanti deriva
probabilmente proprio dal ridotto accumulo di
tale ormone (Zhu et al., 2005). Anche i mutan-
ti nel gene flyl, che codifica una inositolo fo-
sfato 1-fosfatasi, implicato nella sintesi di inosi-
tolo 3 fosfato, presentano livelli di espressione
aumentati (in condizione di stress idrico o trat-
tamento con ABA) dei geni indotti da stress, ma

maggior sensibilita agli stress stessi (Xiong et
al., 2001).

Un mutante con ridotta espressione dei ge-
ni a valle nel pathway DREB e minore tolle-
ranza ¢ sfr6. Poiché i livelli di mRNA codifi-
cante per i fattori trascrizionali DREB non so-
no invece modificati da tale mutazione, si sup-
pone che SFR6 agisca a livello post-trascrizio-
nale o intervenga nell’interazione tra i fattori
DREB ed i motivi CRT/DRE presenti nei pro-
motori (Boyce et al., 2003). Altro fenotipo in-
teressante ¢ quello del mutante osm/syp61 che
mostra, a causa del silenziamento di un gene co-
dificante una sintaxina, una modificata sensibi-
litd all’ ABA, ipersensibilita a stress idrico e sa-
lino per la perdita d’acqua conseguente a un al-
terato controllo della chiusura/apertura degli
stomi in condizioni di stress (Zhu et al., 2002).
Fenotipo interessante ha mostrato inoltre il mu-
tante nel gene Atmyb60-1, un repressore della
trascrizione del tipo R2-R3 MYB, che mostra ri-
duzione della apertura stomatica e della perdi-
ta d’acqua e maggiore tolleranza allo stress idri-
co (Cominelli et al., 2005).

3. Nuove strategie per il miglioramento della
tolleranza a carenza idrica

3.1 Ingegneria genetica e sviluppo di genotipi tol-
leranti

La modificazione dell’espressione, in piante
transgeniche, di molti dei geni identificati e de-
scritti nei precedenti paragrafi ¢ stato ’approc-
cio piu utilizzato per verificare il reale coinvol-
gimento dei diversi geni nei meccanismi di tol-
leranza e per poter definire la funzione biolo-
gica del prodotto genico, quando questa non era
nota. Inoltre, strategie di ingegneria genetica so-
no state disegnate e sviluppate per ottenere in
modo mirato piante tolleranti con alterati livel-
li di osmoliti, attivita di enzimi anti-ossidanti e/o
con modificata espressione di fattori di trascri-
zione (tabella 1). In questo paragrafo, sono de-
scritti i risultati pit promettenti, le potenzialita
e limiti degli approcci utilizzati. Per un maggio-
re dettaglio possono essere consultate alcune re-
centi review pubblicate sull’argomento da Wang
et al. (2003), Vinocur e Altman (2005), Umeza-
va et al. (2006), Valliyodan e Nguyen (2006).
Nell’'ultimo decennio piante transgeniche
parzialmente tolleranti a stress osmotici sono
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Tabella 1. Esempi di piante transgeniche tolleranti stress da carenza idrica ottenute mediante sovra-espressione di

geni appartenenti a diverse categorie funzionali.

Table 1. Transgenic plants tolerant to water stress obtained by over-expressing plant and microbial genes belonging
to different functional categories.

Prodotto Gene Origine Ospite Referenza

METABOLISMO OSMOLITI

Fruttano SacB B. subtilis Tabacco, Pilon-Smits et al.,

barbabietola 1995, 1999

Trealosio Tpsl Lievito Tabacco Romero et al., 1997

Poliammine ADC D. stramonium Riso Capell et al., 2004

Prolina P5CS Arabidopsis Petunia Yamada et al., 2005

PROTEINE PROTETTIVE

LEA HVAI Orzo Riso Xu et al., 1996

Chaperone Bip Soia Tabacco Alvim et al., 2001

LEA LLA23 Lilium Arabidopsis Yang et al., 2005

ENzIiMI DETOSSIFICANTI

Perossidasi APX3 Arabidopsis Tabacco Yan et al., 2003

Superossido dismutasi Mn-SOD Tabacco Alfalfa McKersie et al., 1996

FATTORI TRASCRIZIONALI

DREB1/CBF ZmBREBIA Mais Arabidopsis Qin et al., 2004

DREB1/CBF DREBIA Arabidopsis Arabidopsis Kasuga et al., 1999
/CBF3

AP2/ERF SHNI1/WIN1 Arabidopsis Arabidopsis Aharoni et al., 2004

bZip ABF3 Arabidopsis Riso Oh et al., 2005

MYB CpMYBI0 C. plantagineum  Arabidopsis Villalobos et al., 2004

FATTORI DI SEGNALE DI STRESS

MAPKKK chinasi NKPI Tabacco Mais Shou et al., 2004

Farnesyl transferasi ERAI Arabidopsis Colza Wang et al., 2005

ALTRO

Pompa ionica H* AVPI Arabidopsis Arabidopsis Gaxiola et al., 2001

Enzima malico Chi-NADP Tabacco Tabacco Laporte et al., 2002

(apertura stomatica) -Me

Expoxi-dioxigenasi AtNCED3 Arabidopsis Arabidopsis Tuchi et al., 2001

(Biosintesi ABA)

state ottenute sia in sistemi modello (tabacco e
Arabidopsis) sia in piante di interesse agrario,
utilizzando geni di origine batterica o vegetale
codificanti per enzimi della catena biosintetica
di molecole a funzione protettiva o osmorego-
lativa quali mannitolo, trealosio, prolina, glicin-
betaina (Tarczynski et al., 1993; Kavi Kishor et
al., 1995; Lilius et al., 1996; Romero et al., 1997).
I piut recenti risultati in questo settore includo-
no la recente descrizione di un nuovo pathway
a partire dalla glicina per la sintesi della glicin-
betaina, uno dei piu importanti osmoprotettori
dei microoganismi alofiti (Nuccio et al., 1999).
Piante transgeniche di Arabidopsis sovra-espri-
menti i geni glicina-sarcosina metiltransferasi e
dimetilglicina-metiltransferasi, coinvolti nella
sintesi delle betaine utilizzando il pathway a
partire dalla glicina, accumulano elevati livelli
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di glicinbetaina e sono maggiormente tolleranti
condizioni di carenza idrica rispetto a piante in
cui la glicinbetaina & prodotta attraverso il
pathway mediato dalla colina (Waditee et al.,
2005). I meccanismo attraverso il quale gli
osmoliti inducono protezione non ¢ completa-
mente chiaro, infatti, le piante ingegnerizzate ac-
cumulano livelli bassi di osmoliti e tali da non
poter avere un ruolo primario nei meccanismi
di aggiustamento osmotico, ma probabilmente
possono cooperare con altre componenti per ri-
durre i radicali liberi che si accumulano in ri-
sposta a stress ossidativi indotti da eccessi di di-
sidratazione cellulare (Shen et al., 1997).

In tale contesto, una strategia gia percorsa
per ottenere piante tolleranti si ¢ basata sulla
manipolazione dei livelli di enzimi anti-ossidan-
ti in piante transgeniche. Diversi gruppi di ri-
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cerca hanno ingegnerizzato piante con geni co-
dificanti per enzimi anti ossidanti (superossido-
dismutasi, glucatione-S-transferasi, catalasi) la
cui espressione ¢ indotta da carenza idrica e la
cui attivita conferisce alle piante protezione par-
ziale dai danni di tipo ossidativo (Mittler, 2002).
Risultati positivi, confermati anche in esperi-
menti in pieno campo, sono stati ottenuti sovra-
esprimendo un gene codificante una Mn supe-
rossido-dismutasi in erba medica (Oberschall et
al., 2000). Nonostante nuovi e approfonditi stu-
di sono ancori necessari per comprendere i mec-
canismi di azione e le interazioni tra i diversi si-
stemi anti-ossidanti attivi nella cellula, ¢ ormai
chiaro che la riduzione degli effetti dell’accu-
mulo dei radicali ROS e del conseguente stress
ossidativo, mediante manipolazione dei sistemi
di detossificazione, rappresenta la via piu pro-
mettente per ottenere piante resistenti ai mol-
teplici stress, che si verificano contemporanea-
mente durante I’allevamento di piante in pieno
campo (Bartels, 2001).

Altri geni target per approcci di ingegneria
genetica sono stati i geni codificanti proteine
che si accumulano notevolmente in risposta a
disidratazione come la classe di proteine LEA
che, come riportato nel paragrafo 2.1, hanno una
funzione di riduzione dei danni da stress e di
protezione delle strutture cellulari. La sovra-
espressione in tabacco di alcuni membri della
famiglia LEA di Craterostigma plantagineum
non ha prodotto fenotipi tolleranti (Iturriaga et
al., 1992), mentre I’accumulo in riso e grano del
gene LEA hval di orzo ha indotto tolleranza a
stress idrico (Xu et al., 1996; Sivamani et al.,
2000).

I risultati sin qui ottenuti, mediante sovra-
espressione di singoli geni, indicano chiaramen-
te che questa strategia pud permettere solo li-
mitati miglioramenti della tolleranza agli stress,
molto spesso limitata alle condizioni sperimen-
tali (durata e intensita dello stress) utilizzate,
che sono molto differenti dalle condizioni reali
di coltivazione in pieno campo. Appare chiaro,
infatti, che la risposta della pianta agli stress ¢
un fenomeno molto complesso, che richiede I’a-
zione concertata di numerose funzioni geniche
e che quindi la sovra-espressione di un singolo
gene puod solo marginalmente migliorare le
performance produttive in condizioni di caren-
za idrica. Inoltre, la parziale tolleranza acquisi-
ta ¢ risultata spesso associata a effetti pleiotro-

pici negativi del prodotto del transgene il cui ac-
cumulo costitutivo puo interferire con il nor-
male metabolismo cellulare (Leone et al., 1999;
Umezava et al., 2006).

Una strategia recentemente utilizzata, anche
in base alle recenti acquisizioni sui meccanismi
di trasduzione del segnale di stress a livello in-
tracellulare, ¢ stata quella di sovra-esprimere in
piante transgeniche geni che sono a monte del-
la complessa catena di eventi che va dalla per-
cezione del segnale di stress alla sua trasmis-
sione all’interno della cellula. Geni che codifi-
cano per chinasi, fosfatasi, sensori del calcio so-
no stati identificati e utilizzati in approcci di in-
gegneria genetica; i risultati pitt promettenti, sin-
tetizzati da Boudsocq e Lauriere (2005), Ume-
zawa et al. (2006), Yamaguchi-Shinozaki e Shi-
nozaki (2006), chiaramente indicano che la in-
duzione/repressione in risposta a stress di com-
ponenti dei diversi pathway di trasduzione del
segnale puo essere utilizzata con successo per la
manipolazione biotecnologica della risposta del-
le piante a stress multipli. Infatti, la sovra-
espressione costitutiva della MAP-chinasi chi-
nasi chinasi (MAP-KKK) di tabacco, NPK1, in-
duce una cascata di eventi tipica della risposta
a stress ossidativo con induzione della tolleran-
za a stress idrico, basse temperature e eccesso
di sali (Shou et al., 2004). Inoltre, anche la sop-
pressione di pathway di segnalazione puo in-
durre meccanismi di tolleranza. Infatti, la ridu-
zione mediante tecnologia antisenso dell’e-
spressione di un regolatore negativo del
pathway di segnalazione del’ABA coinvolto
nella chiusura degli stomi, la farnesiltrasferasi
ERAI1, rapidamente induce il pathway di rispo-
sta al’ABA e un aumento della tolleranza a ca-
renza idrica in piante di colza (Wang et al.,
2005).

La recente identificazione di numerosi fat-
tori di trascrizione (TF) che regolano la rispo-
sta della pianta a carenza idrica, ha permesso lo
sviluppo di nuove strategie per I'ottenimento di
piante tolleranti mediante sovra-espressione di
singoli TF. La sovra-espressione, ad esempio, di
geni DREB1 in Arabidopsis risulta in piante
con aumentata tolleranza a freddo, temperatu-
re al di sotto di 0 °C, elevati livelli di sale e
stress idrico (Jaglo-Ottosen et al., 1998; Liu et
al., 1998; Kasuga et al., 1999; Gilmour et al.,
2004). L’operone DREB sembra estremamente
conservato tra le specie, come suggerito sia dal-
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I'isolamento di geni DREB simili in diverse spe-
cie, sia dal fatto che la sovra-espressione di
DREB di Arabidopsis in altre specie e vicever-
sa, ne migliora la tolleranza a stress (Jaglo-Ot-
tosen et al., 2001; Hsieh et al., 2002; Dubouzet
et al., 2003; Qin et al., 2004; Zhang J. et al., 2004;
Zhang X. et al., 2004). L’effetto pleiotropico ne-
gativo della sovra-espressione costitutiva dei ge-
ni target ¢ stato, inoltre, superato ottenendo
piante transgeniche con il fattore di trascrizio-
ne DREBI1A a valle di un promotore inducibi-
le da stress idrico (Kasuga et al., 1999); in tal
modo I’espressione genica e la cascata di even-
ti di risposta della pianta allo stress sono atti-
vate solo in condizioni di stress.

Analoghi risultati sono stati ottenuti sovra-
esprimendo in Arabidopsis e in altre specie di
interesse agrario un fattore trascrizionale di ti-
po Myb (Osmyb4) isolato in riso (Vannini et al.,
2004). La capacita di Osmyb4 e di CBF di au-
mentare la tolleranza agli stress in un ampio
spettro di specie indica che i meccanismi mole-
colari di risposta agli stress sono altamente con-
servati. Tuttavia gli specifici effetti a valle (gra-
do di tolleranza ai singoli stress, tipo di meta-
boliti accumulati) variano nelle singole specie,
in conseguenza degli specifici geni a valle atti-
vati in risposta a stress specie-specifici.

Una recente review di Zhang (2003) forni-
sce ulteriori dettagli sui risultati e sugli approc-
ci innovativi per una piu efficace manipolazio-
ne dell’espressione dei TF in piante transgeni-
che per l'ottenimento di piante tolleranti con-
dizioni di stress ambientali, incluso lo stress da
carenza idrica.

3.2 Uso dell’analisi QTL per tolleranza alla sic-
cita

La base genetica della tolleranza allo stress idri-
co ¢ di tipo quantitativo (Blum, 1988; Passiou-
ra, 2002; Tuberosa e Salvi, 2006), cio¢ ¢ sotto il
controllo di un elevato numero di funzioni ge-
niche la cui espressione ¢ fortemente influenza-
ta da fattori ambientali. A causa della sua com-
plessita, la tolleranza allo stress idrico ¢ spesso
considerata il piu difficile carattere da sotto-
porre a miglioramento genetico, anche per la ti-
pica imprevedibilita dell’evento climatico, va-
riabile nell’intensita e nella ricorrenza nel tem-
po. L'utilizzo dell’insieme di tecniche note nel
complesso come analisi QTL (Quantitative Trait
Loci: loci per i caratteri quantitativi) consente
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Iidentificazione delle regioni cromosomiche se-
de dei geni che controllano tali caratteri e lo
studio dei loro effetti.

3.2.1 Basi e obiettivi dell’analisi QTL. 1’ana-
lisi QTL ¢ stata introdotta alla fine degli anni
Ottanta ed ¢ ora una tecnica standard nella ge-
netica dei caratteri quantitativi (Lynch e Walsh,
1998). L’analisi si basa sulla caratterizzazione fe-
notipica, e con marcatori molecolari, di popola-
zioni sperimentali ottenute dall’incrocio di ge-
notipi a fenotipi contrastanti per il carattere in
esame. Lo stato allelico a ciascuna regione cro-
mosomica ¢ poi correlato con il valore fenoti-
pico del carattere in esame. La presenza di un
QTL nelle vicinanze di un locus marcatore com-
portera una cosegregazione tra uno specifico al-
lele al marcatore ed uno specifico al QTL, e
questo si riflettera sui valori fenotipici medi del-
le classi genotipiche, producendo delle differen-
ze rilevabili statisticamente.

Di piu recente introduzione ¢ un approccio
all’analisi QTL che non richiede la necessita di
produrre popolazioni sperimentali apposita-
mente predisposte, ma utilizza una o piu colle-
zioni di germoplasma (es. varieta coltivate, raz-
ze locali, accessioni selvatiche, ecc.), su cui svol-
gere le analisi molecolari e le prove per il rilie-
vo dei fenotipi. Tale approccio prende il nome
di mappaggio per associazione o basato su di-
sequilibrio di linkage (LD) (Gupta et al., 2005).
Per I'applicazione di tale approccio ¢ necessa-
rio conoscere preventivamente il livello di dise-
quilibrio di linkage, dato che questo influenza il
numero di marcatori molecolari necessari per
svolgere 1’analisi. Elevati livelli di LD (> 5-10
cM) consentono di utilizzare un basso numero
di marcatori molecolari al fine di svolgere una
ricerca di QTL sull’intero genoma di una co-
mune specie coltivata. La stessa indagine in con-
dizioni di bassi valori di LD (> 1 c¢cM) richiede
invece la valutazione di un numero troppo ele-
vato di marcatori, almeno sulla base delle tec-
nologie e dei costi accessibili al momento. Po-
polazioni a basso LD sono comunque utili per
valutare il ruolo, sul controllo del carattere
quantitativo, della variazione allelica di geni
candidati preventivamente identificati.

E noto che alleli utili al miglioramento ge-
netico possono essere rintracciati in genotipi
non coltivati quali accessioni selvatiche, altre
sottospecie e specie filogeneticamente vicine
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sessualmente compatibili (Tanksley e McCouch,
1997). Lutilizzo di tali risorse genetiche ¢ par-
ticolarmente efficiente attraverso la produzione
di due tipologie di popolazioni, note come col-
lezioni di linee di introgressione (IL) e popola-
zioni per Advanced Backcross QTL analysis
(AB-QTL). Le linee di introgressione IL sono
linee prodotte tramite reincrocio assistito da
marcatori, in cui ciascuna ¢ quasi-isogenica con
il genitore ricorrente (il genitore elite), dal qua-
le si differenziano solo per una breve regione
cromosomica (ca. 20-30 cM), introgressa dal ge-
nitore donatore (il genitore selvatico) (Zamir,
2001). Analisi QTL svolte su materiale IL sono
particolarmente informative in quanto si svol-
gono nel background genetico di un genotipo
adattato alla coltivazione. Nell’approccio AB-
QTL (Tanksley e Nelson, 1996), la popolazione
sperimentale ottenuta tramite reincrocio ¢ sot-
toposta, nella primissime fasi, ad una selezione
contro eventuali caratteristiche negative appor-
tate dal genitore selvatico (quali habitus di cre-
scita, risposta al fotoperiodo, ecc) che ostacole-
rebbero la valutazione dei caratteri di interesse
agronomico.

I risultati dell’analisi QTL trovano una di-
retta applicazione nelle procedure di selezione
assistita da marcatori (MAS: Marker-Assisted
Selection). In tale approccio, i marcatori mole-
colari strettamente concatenati a QTL d’inte-
resse sono utilizzati per selezionare le piante
con alleli ad effetto favorevole all’interno di po-
polazioni predisposte per il miglioramento varie-
tale. Lapplicazione della MAS ¢ particolarmente
interessante in caratteri ad ereditabilita medio-
bassa quale appunto la tolleranza allo stress idri-
co, ed ogni volta che la valutazione fenotipica ai
fini di selezione ¢ particolarmente costosa o dif-
ficoltosa (Varshney et al., 2005). Inoltre, I’analisi
QTL, identificando le regioni sede di geni rile-
vanti, pone le basi per il loro clonaggio sulla ba-
se di procedure di clonaggio posizionale (Salvi e
Tuberosa, 2005). Il clonaggio di geni coinvolti nel-
la variabilita naturale della risposta allo stress
idrico consentira una migliore comprensione dei
meccanismi della risposta allo stress idrico e for-
nira informazioni potenzialmente utilizzabili in
approcci di miglioramento genetico basati su in-
gegneria genetica.

3.2.2 Esempi di analisi QTL per tolleranza
alla siccita nelle principali specie erbacee
Frumento. La resistenza alla siccita ¢ un ca-

rattere estremamente complesso nei frumenti e
coinvolge numerosi fattori morfo-fisiologici e
biochimici quali sviluppo e profondita dell’ap-
parato radicale, presenza di reste, potenziale
idrico fogliare, contenuto idrico relativo, effi-
cienza di utilizzazione dell’acqua (WUE), ag-
giustamento osmotico (OA), cerosita, accumulo
di osmoliti e ABA, senescenza, ecc. In condi-
zioni di carenza idriche severe il frumento du-
ro ha una resa in granella inferiore a quella del-
I’orzo, ma superiore a quella del frumento te-
nero. Tale comportamento ¢ il risultato di dif-
ferenze nel ciclo vitale: specie a maturita pre-
coce sono piu adatte ad ambienti con piovosita
ridotta o nulla a partire dalla tarda primavera
e riserve idriche del suolo esaurite alla fine del
ciclo vitale. Pertanto, geni per caratteristiche
adattative alle variazioni ambientali possono as-
sumere un ruolo pili importante rispetto a loci
per la tolleranza alla siccita. Accanto ai geni per
la risposta alla vernalizzazione (vrn) localizzati
sui cromosomi omeologhi del gruppo 5 e ai ge-
ni per la risposta al fotoperiodismo (Ppd) loca-
lizzati sui cromosomi del gruppo 2, sono stati
mappati diversi QTL sui cromosomi 2B, SAL,
3AS, 3AL (Snape et al., 2001).

Una misura integrata della capacita delle
piante di sintetizzare sostanza organica in con-
dizioni idriche limitanti puo essere ottenuta dal
rilievo della WUE. Gorny (2000) ha riscontrato
che il cromosoma 7D influenza positivamente la
WUE in linee di sostituzioni cromosomica del
genoma D. L’aggiustamento osmotico (OA) ¢ ri-
tenuto uno dei fattori pit importanti della tol-
leranza alla siccita; a bassi livelli di umidita del
suolo, ’'OA ¢ responsabile del turgore cellulare.
QTL per OA sono stati mappati sul braccio cor-
to del cromosoma 7A (Zhang et al., 1999) e sui
cromosomi 5A e 5D (Galiba et al., 1992). Un
QTL maggiore responsabile dell’accumulo di
ABA indotto da stress ¢ stato mappato sul brac-
cio lungo del cromosoma SA, prossimo a un lo-
cus che controlla la resistenza al freddo e stret-
tamente associato al locus Dhnl/Dhn2; cio ha
suggerito un’associazione genetica tra l’accu-
mulo di ABA e la tolleranza allo stress (Quar-
rie et al., 1994).

Per quanto riguarda I’approccio di mappag-
gio basato su linkage disequilibrium, ¢ stata co-
stituita ed ¢ in via di utilizzo una collezione di
189 accessioni di frumento duro, provenienti
principalmente dalle regioni Mediterranee, e va-

629



Grillo 8., Blanco A., Cattivelli L., Coraggio I., Leone A., Salvi S.

riamente tolleranti allo stress idrico (Maccafer-
ri et al., 2006). In questa collezione il valore di
LD si riduce a valori non significatici a distan-
ze superiori a 10 cM, suggerendo che possa es-
sere usata per studi di mappaggio per associa-
zione senza la necessita di un numero elevatis-
simo di marcatori.

Poiché i frumenti coltivati presentano una ri-
dotta variabilita intraspecifica, alcune specie sel-
vatiche sessualmente compatibili, quali il di-
ploide Triticum urartu e il tetraploide Triticum
turgidum ssp. dicoccoides, sono state proposte
come fonte di geni utili (Valkoun, 2001). Incro-
ci tra frumenti duri coltivati e la spp. dicoccoi-
des hanno gia consentito il mappaggio di un ele-
vato numero di QTL per componenti della pro-
duttivita in ambienti con limitate risorse idriche
(Blanco et al., 2001).

Un sommario dei principali loci e QTL coin-
volti nella tolleranza a stress abiotici nelle 7ri-
ticeae & stato compilato da Cattivelli et al
(2002). 11 gruppo 5 presenta la pil alta concen-
trazione di QTL per caratteri adattativi alle va-
riazioni ambientali, in particolare quelli che con-
trollano I'epoca di spigatura, la resistenza al
freddo e alla salinita. Una regione cromosomi-
ca del gruppo 7 appare cruciale per la tolleran-
za alla siccita. Sebbene I’analisi QTL e il clo-
naggio genico siano stati utilizzati come due ap-
procci differenti per lo studio delle risposte al-
lo stesso stress, nei frumenti le relazioni tra QTL
e sequenze correlate a stress sono ancora da de-
finire. Diverse sequenze geniche correlate allo
stress sono state mappate e alcune di esse sem-
brano in realta cosegregare con QTL per la tol-
leranza a stress. Due loci Dhn sono stati localiz-
zati nella stessa regione dove sono stati mappati
QTL maggiori per la tolleranza a stress salino e
da freddo e un altro cluster Dhn & risultato as-
sociato con un QTL per la tolleranza alla siccita
(Cattivelli et al., 2002). E stato ipotizzato che le
basi molecolari di alcuni QTL per la tolleranza a
stress siano spiegabili attraverso l'attivita di un
gene regolatore in grado di controllare I’e-
spressione di molti loci correlati con lo stress.

Riso. L’identificazione di QTL per I’appara-
to radicale con un impatto sulla tolleranza allo
stress idrico ¢ uno degli obiettivi del migliora-
mento genetico del riso coltivato in asciutta. In
uno studio pionieristico, Champoux et al. (1995)
hanno investigato la coincidenza, in termini di
posizione sulla mappa genetica, di QTL per
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morfologia radicale e QTL associati alla tolle-
ranza allo stress idrico utilizzando una cultivar
della sottospecie indica, adattata alla coltivazio-
ne tradizionale, con una cultivar della sottospe-
cie japonica, adattata alla coltivazione in asciut-
ta e con un ampio apparato radicale. In totale,
sono state identificate quattordici regioni cro-
mosomiche che influenzano la risposta allo
stress idrico, dodici delle quali influenzavano
anche la morfologia radicale. Successivamente,
la stessa popolazione di mappa ¢ stata utilizza-
ta per svolgere analisi QTL per aggiustamento
osmotico e tolleranza alla disidratazione (Lilley
et al.,, 1996). Un QTL ad effetto primario per
aggiustamento osmotico e due dei cinque QTL
per tolleranza alla disidratazione sono risultati
coincidere, almeno parzialmente, con QTL per
morfologia radicale, suggerendo una possibile
associazione di tipo genetico e non di tipo pleio-
tropico tra i caratteri. E tuttavia da segnalare
che, in altri studi, la coincidenza tra QTL per
caratteri radicali con QTL per tolleranza allo
stress idrico non ¢ stata rilevante (Yue et al.,
2006, ed opere citate). Parallelamente, Price et
al. (2002) hanno osservato che la mancanza di
coincidenza, osservata in alcuni studi, tra QTL
per la resa in assenza di stress e QTL per lo svi-
luppo radicale in condizioni di stress idrico ren-
dono questi ultimi potenzialmente utilizzabili in
programmi di MAS senza precludere la produ-
zione in condizioni non limitanti.

Il processo di MAS per QTL per caratteri
radicali in riso ¢ stato gia applicato. A partire
dall’incrocio IR64 x Azucena, ’analisi delle li-
nee prodotte attraverso MAS ha mostrato che
il processo ha avuto successo per 3 dei 4 QTL
e che, quando allevate in condizioni di stress
idrico in condizioni aerobiche, le linee con ap-
parato radicale profondo superavano in resa le
linee di controllo (Courtois et al., 2003).

Mais e sorgo. E ben noto che in mais la fa-
se dello sviluppo piu critica per la produzione,
rispetto ad episodi siccitosi, & quella della fiori-
tura (Saini e Westgate, 2000). La carenza idrica
in questa fase si ripercuote in un ritardo della
estrusione degli stili e quindi di conseguenza in
un aumento dell’intervallo tra la produzione di
polline e la fase di ricettivita dello stilo/stigma.
Alcuni esempi di analisi QTL per caratteri col-
legati allo stress idrico svolte in mais sono: in-
tervallo antesi maschile-femminile (Ribaut et
al., 1997; Sanguineti et al., 1999), concentrazio-
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ne di acido abscissico (ABA) nella foglia (Le-
breton et al., 1995; Tuberosa et al., 1998), morfo-
logia della radice (Lebreton et al., 1995; Tube-
rosa et al., 2002a). In alcune ricerche gli autori
hanno analizzato diversi caratteri contempora-
neamente, compreso la resa, consentendo quin-
di di verificare I’eventuale coincidenza di QTL
per i diversi caratteri e valutare I'importanza di
tali regioni a fini di MAS e per tentare una de-
lucidazione tra possibili effetti pleitropici o di
linkage. Sulla base di questi studi, particolare
importanza sembra rivestire la regione del cro-
mosoma 1, bin 1.06 (Tuberosa et al., 2002b).
Inoltre, un QTL ad effetto principale sulla con-
centrazione di ABA della foglia ¢ stato ripetu-
tamente identificato da diversi autori sul cro-
mosoma 2 (bin 04) (Lebreton et al., 1995; Tu-
berosa et al., 1998). L’effetto di tale QTL ¢ sta-
to confermato attraverso lo sviluppo di linee
quasi-isogeniche tramite MAS in due back-
ground genetici (Landi et al., 2005). Si ¢ inoltre
dimostrato che la variazione allelica a tale re-
gione ha effetto sull’allettamento della pianta,
lasciando quindi ipotizzare che la modifica del
contenuto in ABA della foglia sia un riflesso di
una diversa architettura radicale (Giuliani et al.,
2005; Landi et al., 2005).

A differenza del mais, il sorgo ¢ particolar-
mente suscettibile a episodi siccitosi dopo la fio-
ritura, nella fase di riempimento della granella.
Un indicatore di tolleranza alla siccita in que-
sta fase ¢ I'indice di ‘stay-green’ della foglia, og-
getto di numero analisi QTL (Haussmann et al.,
2002; Sanchez et al., 2002). Da notare che, al-
meno in alcuni casi, QTL per stay-green in con-
dizioni siccitose mostravano un effetto positivo
sulla resa anche quando saggiati in condizioni
irrigue (Tuinstra et al., 1998).

Orzo. In orzo, utilizzando una popolazione
di linee RIL, B. Teulat, D. This e collaboratori
(Teulat et al., 2002 e opere citate) hanno svol-
to analisi QTL per una serie di caratteri colle-
gati allo stress idrico, tra i quali discriminazio-
ne dell’isotopo 13C (d13C), aggiustamento
osmotico, contenuto idrico relativo della foglia
(RWCQ) e resa in granella, in ambienti con e sen-
za stress idrico.

Nella popolazione di linee RIL derivate da
un incrocio tra orzo coltivato con H. sponta-
neum, Baum et al. (2003) hanno svolto analisi
QTL per una serie di caratteri agronomici ed in

particolare per altezza della pianta, considerato
un importante indicatore dell’adattamento a
condizioni siccitose. Un QTL ad effetto princi-
pale per tale carattere & stato identificato sul
cromosoma 3H. Sempre a partire da un incro-
cio con H. spontaneum, Talame et al. (2004) han-
no utilizzato I’approccio di analisi AB-QTL per
identificare alleli utili in condizioni di stress idri-
co. Tra gli 81 QTL identificati per vari caratte-
ri agronomici, H. spontaneum ha contribuito al-
leli positivi in 43 casi.

Pomodoro. E stata sviluppata ed analizzata
una collezione IL prodotta a partire dall’incro-
cio tra S. lycopersicum (Var. M82) con la specie
selvatica, tollerante allo stress idrico, S. pennel-
lii (Eshed e Zamir, 1995). Su tale materiale so-
no stati mappati almeno tre diversi QTL a cui
gli alleli di S. pennellii contribuiva con gli alleli
di tolleranza (Gur e Zamir, 2004). A seguito di
MAS, tali alleli sono stati concentrati in un’u-
nica linea che, quando utilizzata come genitore
nella produzione di varieta ibride, ha prodotto
incrementi di resa maggiori del 50% rispetto a
ibridi di riferimento, in condizioni di elevato
stress idrico (Gur e Zamir, 2004). In un diverso
esperimento, a partire dall’incrocio S. lycopersi-
cum x S. pimpinellifolium (La722), sono stati in-
dividuati QTL per tolleranza alla germinazione
in condizioni di stress idrico a cui S. pimpinel-
lifolium aveva contribuito gli alleli favorevoli
(Foolad et al., 2003).
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