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INTRODUZIONE



Lo zolfo e le piante

Lo zolfo € un nutriente essenziale per la cresigtie piante che lo utilizzano
prevalentemente per la sintesi di due amminoacistieina (Cys) e metionina (Met),
e di numerosi metaboliti derivanti da questi amramidi. Il nutriente si ritrova,
infatti, in glutatione (GSH), fitochelatine (PCkirclusters ferro-zolfo, in vitamine e
cofattori (biotina, tiamina, CoA, S-adenosil-Met) i@ una varieta di composti
secondari (glucosinolati, allil Cys, solfossidi)o lzolfo & coinvolto anche nelle
modificazioni secondarie di composti quali flavaipsteroidi, polisaccaridi e lipidi
(Saito 2000; Leustek 2002; Maruyama-Nakaslgtaal. 2003; Saito 2004). Tali
molecole sono coinvolte in una moltitudine di pregiebiochimici e fisiologici,
inclusi la regolazione di attivita enzimatiche, liciedox e la detossificazione di
metalli pesanti e xenobiotici (Noctat al 1998; Leusteket al 2000; Rausch e
Wachter 2005).

In generale lo zolfo non ricopre specifici ruoligturali nei sistemi biologici
ma piuttosto e responsabile delle proprieta cathéte elettrochimiche dei composti
che lo contengono. Ad esempio, la presenza debgrsplfidrilico della Cys, gruppo
estremamente nucleofilo, permette la formazionandlegame disolfuro, attraverso
una reazione di ossidazione, con un altro grupffaslico stabilizzando la struttura
terziaria delle proteine in cui e presente. Il grugiolico di Cys e GSH é inoltre
spesso coinvolto in cicli ossido-riduttivi che peelono I'interconversione di due tioli
in un disolfuro, e ricopre un ruolo fondamentalé gentrollo dello stato redox delle
cellule e nel moderare gli stress ossidativi (No&d~oyer 1998; Leustek e Saito
1999; Leustek 2002; Saito 2004). Inoltre il GSH Igeoun ruolo chiave nella
detossificazione di alcuni elementi o composti itosper le piante; le GSHs
transferasi, infatti, mediano la coniugazione dhiredi alcuni xenobiotici con il
gruppo sulfidrilico, estremamente nucleofilo, deSib (Kreuz et al. 1996; Saito
2004). Diversamente, nel caso della detossificazdiralcuni metalli pesanti, come
il cadmio (Cd), il GSH ricopre un ruolo fondamesetah quanto precursore delle PC,
peptidi non proteici, a basso peso molecolare, red@ di chelare il metallo e
mediarne la successiva compartimentazione alliwatedel vacuolo (Zenk 1996;
Saito 2004). Infine, alcuni dei prodotti secondee contengono zolfo hanno un
odore caratteristico e agiscono sia come compostifesa contro alcuni erbivori e



organismi patogeni sia come molecole segnale irunalgrocessi cellulari
fondamentali (Matsubayasei al. 2002; Saito 2004).

Assimilazione dello zolfo

Diversamente dagli animali, le piante sono in gradassimilare lo zolfo
inorganico in composti organici contenti zolfo ritdo attraverso una serie di ben
caratterizzate reazioni enzimatiche. Sebbene IFalgd solforosa possa essere
assorbita dalle foglie e assimilata nella Cys, sp@ente in zone inquinate da questo
gas (de Kok 1990; de Ko#t al. 1997), la principale forma di zolfo utilizzatallda
pianta e il solfato. Tale anione, presente nelluzsone circolante del suolo, e
assorbito da specifici trasportatori localizzatismembrana plasmatica delle cellule
radicali. Una volta all'interno delle cellule il kato & assimilato in composti organici
o compartimentalizzato all'interno del vacuolo. $sarbimento e la traslocazione
sistemica del solfato avvengono attraverso divastemi di trasporto che regolano il
flusso dello zolfo attraverso lintera pianta ameta delle necessita nutrizionali, che
variano durante lo sviluppo, e delle diverse coiodizambientali. L'attivita di questi
trasportatori & altamente regolata € costituisae dei principali punti di controllo
del metabolismo dello zolfo (Leustek e Saito 1998wkesford 2000; Leustek 2002;
Buchneret al. 2004; Saito 2004).

Il trasporto del solfato

Il processo di trasporto del solfato meglio caramato € linflusso del
nutriente attraverso il plasmalemma, che avvienaiamée un meccanismo di
cotrasporto con i protoni (1 $©: 3 HY) energizzato dal gradiente di potenziale
elettrochimico dei protoni stabilito dallattivitdelle H-ATPasi della membrana
plasmatica (Lass e Ullrich-Eberius 1984; Hawkesfetrdl 1993; Smithet al 1995;
Leustek 2002; Hawkesford 2003). Tale meccanismdilezzato sia da sistemi di
trasporto saturabili e ad alta affinita, con valdiriKm per il solfato dell’'ordine del
micromolare, sia da sistemi a bassa affinita, catorv di Km dell’'ordine del
millimolare, entrambi presenti a livello del pladerama delle cellule radicali
(Legget e Epstein 1956)e dinamiche del trasporto attraverso gli altritesisi di
membrane, quali quelli dei plastidi e dei vacudévono ancora essere chiarite;
tuttavia si pensa che sulla membrana interna deoglasti sia presente, oltre ad un



simportatore protoni/ione solfato, una permeasi Alifendente simile a quella
descritta nei batteri (Saito 2000; Leustek 2002).

Numerosi lavori hanno riportato il clonaggio e laratterizzazione di geni
codificanti per trasportatori del solfato in vaspecie vegetali qualstylosanthes
hamata Hordeum vulgareZea maysBrassica junceaTriticum aestivumOryza
sativa, Solanum tuberosumLycopersicum esculentu®mith et al. 1995, 1997;
Heisset al1999; Hawkesford 2003), evidenziando che taligina sono codificate
da una famiglia multigenica. La maggior parte degknti di duplicazione che sono
all'origine di queste famiglie multigeniche sembvaassere avvenuti durante le
prime fasi del processo di evoluzione delle pideteestri e I'espressione di una cosi
grande varieta di trasportatori, mantenuta nontstaa pressione selettiva,
suggerisce che i geni abbiano una funzione estrem@nspecializzata e non siano
quindi ridondanti. La maggior parte dei geni cachfiti per i trasportatori del solfato
codificano per polipeptidi di circa 69-75 kDa céeatzzati dalla presenza di una
regione ammino-terminale, citosolica e di una regigentrale piuttosto conservata
che rappresenta la parte catalitica della prote&i quale si susseguono, alternati
da loops intra- e extracellulari ,12 domini tranemirana e che contiene diversi
residui aminoacidici conservaRicorrenti sono, infatti, la posizione dell’argitra il
nono e il decimo MSD, la presenza di alcuni resalyprolina, che sembrano avere
un ruolo nella stabilizzazione strutturale del p@asatore, e la presenza di un sito di
glicosilazione tra il quinto e il sesto MSD. Caesitftica riscontrata in tutti i
trasportatori studiati € anche la presenza di veédidsici extracellulari, fenomeno
atipico per le proteine di membrana che, assoddito presenza di almeno due
residui carichi allinterno dei domini MSD, potreblavere importanti conseguenze
funzionali per il trasporto del solfato (Smigh al 1995, 2000; Sheldeet al. 2001,
Leustek 2002; Hawkesford 2003). La regione ammeéroiinale € poi collegata,
attraverso una regione variabile, ad una regiombosasi-terminale conservata, tale
regione € denominata STAS (Sulfate TransporterSigtha factor antagonist) per la
sua similarita con I'antagonista batterico deldedt antisigma (Aravind e Koonin
2000, Hawkesford 2003). Studi di espressione candotievito hanno dimostrato
che la presenza di questa regione &€ fondamentald penzionamento di questi
trasportatori; il meccanismo di azione del domiBIDAS non € ancora stato chiarito;
sembra pero che medi il trasporto del solfato atigo interazioni proteina-proteina
(Shibagakiet al. 2002; Shibagaki e Grossman 2004; Rouadhed. 2005; Shibagaki



e Grossman 2006). Conservata € anche I'organizzazioesoni ed introni dei geni
che codificano per i trasportatori del solfato, eodimostrato da analisi effettuate
sulle strutture geniche di sette isoformeAdithaliana.ll confronto tra i cDNA e le
corrispondenti sequenze ha evidenziato la preséngaattro siti di inserzione per
gli introni (Takahashet al. 2000).

La specie vegetale meglio studiata e caratterizzAtathaliang nella quale e
stata descritta una famiglia multigenica compostald elementi, molti dei quali
caratterizzati in termini di funzione ed espression

L’allineamento delle sequenze amminoacidiche distpiel4 isoforme ha
permesso la loro suddivisione in 5 gruppi, ciasdan quali presenta funzioni
specializzate per I'assorbimento e la distribuzideksolfato nella pianta (Allegato
1; Hawkesford 2003).

Il gruppo 1 racchiude trasportatori ad alta aféirdel solfato espressi a livello
radicale, alcuni dei quali responsabili dell’assane del nutriente dalla soluzione
circolante. A questo gruppo appartengono AtSulirAtBultrl;2 e AtSultrl;3 irA.
thaliana Studi di espressione condotti su AtSultrl;1 eukt®;2 hanno evidenziato
I'espressione di questi due trasportatori prevaimente a livello dei peli radicali,
del rizoderma e del parenchima corticale, dove arexli'assorbimento primario del
solfato dalla rizosfera (Smitht al. 1995, 1997; Takahashkt al. 2000; Shibagaket
al. 2002; Hawkesford 2003); entrambe queste due isefaono regolate a livello
trascrizionale in risposta a differenti disponiaildi solfato nel mezzo esterno (Smith
et al. 1995, 1997; Bolchet al. 1999; Takahashet al. 2000; Shibagaket al. 2002;
Yoshimotoet al. 2002). Diversamente AtSultrl;3 € espresso nellaleecribrose di
foglie e radici e sembra essere coinvolto nel pesaedi traslocazione del solfato
attraverso il floema. La sua funzione potrebbe resgeella di recuperare il solfato
perso dal tubo cribroso durante il trasporto a tudigtanza (Yoshimotet al 2003).

| trasportatori del gruppo 2 sono AtSultr2;1 e At&j2, trasportatori a bassa
affinita espressi nei tessuti vascolari, sia delici sia del germoglio, e
presumibilmente coinvolti nel controllo del movintensistemico del nutriente;
anche [l'espressione di questi trasportatori € tasal essere regolata dalla
disponibilita di solfato (Takahaslet al. 2000; Hawkesford 2003). Studi su queste
due isoforme, condotti attraverso I'uso di geniomgr, hanno evidenziato profili di
espressione particolari e differenziali per i duasportatori. AtSultr2;1 risulta

localizzato a livello delle cellule parenchimatictiello xilema radicale e fogliare e



sembrerebbe coinvolto nel controllo del movimenta dolfato lungo il vaso
attraverso il riassorbimento del nutriente rilasziaegli spazi intercellulari e nelle
pareti all'interno della stele. Un altro tessutccin e stato localizzato AtSultr2;1 e il
floema dove potrebbe svolgere funzione di caricameategli elementi cribrosi
preposti alla traslocazione dei nutrienti alle giovfoglie (Takahashet al 2000).
AtSultr2;2 € espresso, invece, nelle cellule floematichevealldi radicale e nelle
cellule circondanti i fasci cribro-vascolari a lilke fogliare; tale trasportatore
sembrerebbe quindi essere coinvolto sia nel movionkoematico del solfato lungo
la radice sia nel trasferimento del nutriente nedule del mesofillo dopo il suo
rilascio dai vasi xilematici (Takahaskt al. 2000).

Il gruppo 3 racchiude trasportatori espressi niigie; in A. thalianasono
state identificate 5 isoforme di trasportatori apgr@enti a questo gruppo, il cui ruolo
rimane ancora da chiarire (Hawkesford 2000, 2003yasportatore del gruppo 3
meglio caratterizzato e AtSultr3;5 che sembra foeman eterodimero con
AtSultr2;1 controllando il movimento sistemico dellfato dalle radici al germoglio
lungo i vasi xilematici (Kataokat al. 2004 a). Per questo motivo AtSultr3;5 puo
essere considerato come un componente del sistemasgbrto del nutriente a bassa
affinita che presiede al controllo la traslocaziailematica. Tale ipotesi € supportata
da queste osservazioni: AtSultr2;1 e AtSultr3;5 mostrano gli stessi domini di
espressione nei tessuti della pianta; ii) studespressione eterologa in mutanti di
lievito, difettivi per il meccanismo di assorbimendel solfato, hanno dimostrato
I'incapacita di AtSultr3;5 di assorbire il solfattal mezzo esterno; tuttavia co-
esprimendo AtSultr3;5 e AtSultr2;1 sia ha un aumetdll’attivita di assorbimento
del solfato di AtSultr2;1 (Kataoket al. 2004 a).

Al gruppo 4 afferiscono due trasportatori, AtSuliré AtSultr42, localizzati
a livello del tonoplasto. La funzione di Sultr4;1Saltr4;2 potrebbe essere quella di
controllo dell’efflusso di solfato dal vacuolo eindi, indirettamente, svolgerebbero
un ruolo fondamentale nell'ottimizzazione dellatdizizione del solfato nella cellula
(Kataokaet al. 2004 b).

Infine il gruppo 5 comprende corte sequenze nuiclebie che mostrano una
bassa similarita con gli altri membri della famégldei trasportatori del solfato
(Hawkesford 2003; Hawkesford e De Kok 2006). Ad ioggn sono disponibili
informazioni circa il contributo di questi putatitrasportatori nella definizione dei

flussi di solfato nella pianta.



Assimilazione del solfato

Una volta all'interno delle cellule il solfato pw&nire assimilato attraverso due
vie metaboliche; entrambe queste vie prevedondriéle attivazione dell’anione,
metabolicamente inerte, attraverso una reazione adinilazione catalizzata
dall’enzima ATP solforilasi con formazione di 5 adlilsolfato (APS). Tale enzima
e prevalentemente localizzato nei plastidi, ma sstate descritte anche isoforme
citosoliche (Lunret al. 1990; Renostet al. 1993).

La prima e principale via, denominata assimilazioiittiva del solfato,
prosegue con il trasferimento di due elettroni,vproenti dal glutatione ridotto
(GSH), allAPS con formazione di solfito, reaziooatalizzata dall’enzima APS
reduttasi (Bicket al. 1998; Kopriva e Koprivova 2004). Il solfito e aaswolta ridotto
a solfuro ad opera di una reduttasi ferredossipandiente (Aketagawa e Tamura
1980; Krueger e Siegel 1982; Boek al. 1996; Yonekura-Sakakibakt al. 1996).
Tutti gli enzimi coinvolti nella produzione di salo sono compartimentati
all'interno dei plastidi (Brunold e Suter 1989).ultima fase della via prevede
I'assimilazione del solfuro sullo scheletro carloma dellO-acetilserina (OAS, un
derivato della serina, Ser) a formare Cys. L’adsinone del solfuro avviene
attraverso il coinvolgimento di due enzimi: la &eetiltransferasi, che produce OAS
da Ser e acetil-CoA, e la OAS(tiolo)-liasi, chesfesisce il solfuro nella posizione
beta dellOAS (Allegato 2). Entrambi gli enzimi,vérsamente da quelli coinvolti
nella riduzione del solfato a solfuro, sono locadiz nel citosol, nel cloroplasto e nel
mitocondrio (Nojiet al. 1998; Saito 2000; Hebt al. 2002; Saito 2004; Kawashima
et al. 2005). La Cys, che viene incorporata in alcunetgme e nel GSH ed
interviene nel processo di biosintesi della Meterelb il proprio gruppo tiolico, € un
intermedio chiave per la sintesi di tutti i compa$te contengono zolfo ridotto (Saito
2004).

La seconda via, detta di assimilazione non ridajtiyorevede una
fosforilazione dellAPS ad opera di una chinasi cdarmazione di 3'-
fosfoadenililsolfato che viene utilizzato da divesolfotransferasi come donatore di

un gruppo solforilico.

Biosintesi del glutatione
Il GSH, un tripeptide con formula-Glu-Cys-Gly, rappresenta il principale

composto tiolico non proteico nelle cellule vege({&lunert e Foyer 1993), in cui



svolge importanti funzioni sia nella difesa sialagirotezione dagli effetti cellulari
di fattori biotici ed abiotici di stress (NoctoF@yer 1998; Rausch e Wachter 2005).
Infatti questa molecola agisce non solo come tampedox, proteggendo le cellule
dalle specie reattive dell'ossigeno che si possmroumulare in risposta ad alcuni
stress biotici 0 abiotici, ma anche nell'adeguameameostatico del potenziale redox
cellulare (Nocitcet al.2007). Inoltre il GSH e coinvolto in molti altrr@cessi tra cui
la regolazione del metabolismo e della distribueialello zolfo tra i diversi organi
(Lappartient e Touraine 1996), il controllo delllgppo e del ciclo cellulare (May
et al. 1998; Vernouxet al. 2000), la segnalazione calcio-dipendente (Gogtedl.
2004), I'espressione genica (Drehal. 1988; Wingateet al. 1988; Herouartet al.
1993; Wingsle e Karpinski 1996; Baier e Dietz 19%4ll et al. 2004), e la
detossificazione di xenobiotici e metalli pesaRiagser 1995; Marrs 1996). Per
gueste ragioni le variazioni della concentrazioe#utare di GSH possono avere
importanti conseguenze per le cellule, a caus& dedldificazioni dello stato redox,
della trascrizione genica e di alcune funzioni rbelighe.

La via di biosintesi del GSH a partire dalla Cysed caratterizzata e coinvolge
due reazioni sequenziali dipendenti da ATP neitjlage nel citosol (allegato 2).
Inizialmente la sintesi dy-glutammilcisteina (-EC; y-Glu-Cys) viene catalizzata
dall’'enzimay-EC sintetasi attraverso la formazione di un legamaptidico tra il
gruppo amminico della Cys e il grupppecarbossilico della catena laterale del
glutammato. Nel secondo passaggio della via, lleaziGSH sintetasi catalizza
I'addizione di un residuo di glicina all’'estremitarbossi-terminale dellzEC per
produrre GSH.

Si ritiene che lattivitd dellay-EC sintetasi e la disponibilita di Cys siano i
principali fattori di controllo della sintesi di &5 Infatti &€ stato mostrato che la
soppressione antisenso de&C sintetasi di Arabidopsis causa una diminuzidele
contenuto fogliare di GSH; al contrario, la suaraegpressione aumenta la quantita
di GSH fogliare (Xianget al. 2001). Aumenti sostanziali nei livelli fogliari &SH
sono stati osservati anche in piante di pioppdadeo che sovraesprimevano yna
EC sintetasi diEscherichia coli(Noctor et al. 1996; Creisseret al. 1999). E
interessante notare che in piantéddihalianache sovraesprimono {aEC sintetasi,

I livelli di Cys non diminuiscono in seguito all’mento della biosintesi di GSH,
suggerendo l'esistenza di una regolazione coordidaila sintesi di GSH e Cys

(Xiang et al. 2001). Inoltre, la-EC sintetasi € controllata attraverso un meccamism
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di feedback negativo esercitato dal GSH, prodatialé della reazione, sulla sua
attivita. Si pensa che questo controllo post-trehede sia cruciale nel

mantenimento dellomeostasi del GSH (Hell e Bergrh@80; Noctor e Foyer 1998;
Noctoret al. 2002).

Regolazione dell'assunzione e dell’assimilazione ldolfato

Il metabolismo dello zolfo &€ finemente regolato icol® soddisfare la
domanda di composti contenenti zolfo, sintetizagpiartire dalla Cys; tale domanda
puo variare a seconda della specie vegetale, sitho fenologico, e in risposta alle
diverse condizioni ambientali che le piante si & a dover affrontare durante la
loro crescita. Per esempio, condizioni di streetidm od abiotico possono aumentare
la domanda di composti contenenti zolfo ridottapegando un aumento dell’attivita
della via di assimilazione del solfato (Rausch eckif@r 2005), risposta simile a
quella largamente descritta in condizioni di salffanitante (Lappartient e Touraine
1996; Lappartienet al. 1999). In questa condizione i bisogni di zolfolaglianta per
sostenere la crescita non variano e percio limnmhei del meccanismo di
assimilazione del solfato riflette le difficolta Inenantenimento di un adeguato
rapporto tra la biosintesi di Cys e 'omeostasi c&nposti contenenti zolfo. Infatti
nel caso di basse concetrazioni di solfato nel mezzrescita i livelli di Cys e GSH
nei tessuti della pianta diminuiscono drasticamenteio porta all'induzione dei
sistemi di trasporto del solfato e degli enzimiasi@i posti lungo il metabolismo di
assimilazione dell’'anione (Lappartient e Tourai®®d; Lappartienet al. 1999). La
maggior parte di queste risposte sono regolateediditrascrizionale come indicato
dall’'accumulo dei livelli di trascritto dei geni didicanti per i trasportatori del
solfato, per 'ATP sulforilasi e per 'APS reduttagali induzioni cessano qualora
vengano ripristinati i livelli ottimali di solfatonel mezzo di crescita o
somministrando alle piante componenti contentiatiotto (Lappartient e Touraine
1996; Takahashet al. 1996; Smithet al. 1997; Takahashet al. 1997; Bolchiet al.
1999; Lappartienet al. 1999). Da queste osservazioni risulta chiaradtesiza di un
meccanismo omeostatico guidato dalla domanda & zoble opera per adeguare la
velocita di sintesi della Cys ai bisogni di zolfellintera pianta (Nocitaet al 2007).
Inoltre esperimenti di tipo “split roots” condotin Brassica napusforniscono

evidenze sperimentali dell’esistenza di un mececaoisdi controllo per
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I'assorbimento e la traslocazione del solfato deelta direttamente collegato allo
stato nutrizionale della pianta piuttosto che a&tanposizione del mezzo esterno
(Lappartient e Touraine 1996; Lappartiettal. 1999). Questo controllo coinvolge
necessariamente un meccanismo inter-organo peurcyprodotto terminale del
metabolismo di assimilazione potrebbe agire congmale di repressione a lunga
distanza. Evidenze sperimentali suggeriscono cl&SiH potrebbe agire come un
segnale traslocato a livello floematico per questgolazione (Herschbach e
Rennenberg 1991; Lappartient e Touraine 1996, 198ppartientet al. 1999);
tuttavia esperimenti in radici di mais mostrano e@mehe la Cys pud agire come
repressore (Bolclet al. 1999).

Un modello integrato e ampiamente accettato per r&golazione
dell'assorbimento del solfato e la sua assimilazipnevede che alcuni metaboliti
della via di assimilazione possano agire come degositivi 0 negativi nel controllo
sia dell'espressione sia dell’attivita di alcunizeni chiave (Allegato 3). Secondo
guesto modello concentrazioni adeguate di compiaktiti dello zolfo, come Cys e
GSH, reprimerebbero I'espressione di geni attravens meccanismo di feedback
negativo che previene un eccesivo assorbimentotabwiesmo di solfatoyice versa
una contrazione dei livelli di questi composti @giimerebbe la trascrizione dei geni
permettendo al solfato di entrare nella via diragazione riduttiva. Tale regolazione
e reversibile e permette, quindi, un fine adattaimesei flussi di solfato, consentendo
la sopravvivenza della pianta in un ambiente irtiocolw mutamento.

Un secondo meccanismo di controllo coinvolge I'Oé&dne intermedio chiave.
Questa molecola promuove la de-repressione dei g@nvolti nell’assimilazione
del solfato quando nonostante livelli adeguati #dota e carbonio scarseggia la
disponibilita di zolfo presente nelle cellule. Inuegte condizioni, poiché la
disponibilita di solfuro non é sufficiente per le&intesi di Cys, 'OAS si accumula,
contrastando il feedback negativo esercitato daipmsti contenti zolfo ridotto sulla
trascrizione genica (Hawkesford 2000; Hawkesfokifray 2000). Diverse evidenze
sperimentali supportano questo ruolo regolativé@AIS: i) la bassa disponibilita di
azoto blocca I'accumulo dei livelli di trascrittoellATP-sulfurilasi e dellAPS
reduttasi normalmente indotte in condizioni di laasgisponibilitd di zolfo
(Yamaghchi et al 1999) e dallaccumulo di OAS (Kimet al 1999); ii)
somministrazioni esogene di OAS incrementano atfiita del’APS reduttasi sia il

contenuto di tioli inLemna minore inducono sia l'assorbimento di solfato sia
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'accumulo dei livelli di trascritto per i traspatbri del solfato in presenza di alti
livelli del nutriente nel mezzo esterno (Neuensaie et al. 1991; Smithet al
1997); iii) un mutante dA. thalianacaratterizzata da elevati contenuti cellulari di
OAS mostra livelli di trascritto dei geni solfo-pesivi piu alti rispetto al wild-type
(Ohkama-Ohtsiet al. 2004). L'effetto dellOAS & dominante; infatti, Ineaso in cui
venga fornita dall’esterno, consente di superaefeito della regolazione negativa
esercitata da adeguate disponibilita di solfato mekzo di crescita (Smitbt al.
1997).

La biosintesi di Cys e inoltre regolata a livellosptraduzionale attraverso un
meccanismo allosterico che coinvolge la formazioesersibile di un complesso
enzimatico tra la Ser acetiltransferasi e I'OAS{jdiasi (Allegato 4).
L’OAS(tiolo)-liasi e presente in concentrazione toolsuperiore alla Ser
acetiltransferasi in tutti i comparti cellulari aui avviene la sintesi proteica (Lueh
al. 1990; Drouxet al. 1992; Rollanckt al. 1993), e solo una parte di OAS(tiolo)-liasi
forma il complesso con la Ser acetiltransferssitanto in questa ultima forma la Ser
acetiltransferasi € in grado di catalizzare la pmohe di OAS. Studin vitro, con
proteine ricombinanti, hanno mostrato che un omatetro della Ser
acetiltransferassi associa con due molecole di un omodimero di @8I8}-liasi,
per formare un complesso bi-enzimatico. L'OAS(t)diasi agisce nel complesso bi-
enzimatico come subunita regolatrice modulandotipasnente l'attivita della Ser
acetiltransferasi; una grande quantita di OAS(Jitiksi libera € responsabile della
formazione di Cys. La stabilita del complesso eege/regolata dal solfuro, che ne
promuove la formazione, e dalla OAS, che ne faeerita dissociazione. Per
esempio, in condizioni di solfocarenza, l'accumuth OAS promuove la
dissociazione del complesso, allo scopo di ridUatévita della Ser acetiltransferasi
ed evitare un’ulteriore, ed eccessiva, produzion®AS. Al contrario, quando la
disponibilita di zolfo non e limitante, I'accumuth solfuro promuove la formazione
del complesso, stimola la sintesi di OAS e sostlangroduzione di Cys (Drougt
al. 1998). Inoltre, la sintesi di OAS potrebbe esseoatrollata attraverso un
feedback negativo esercitato dalla Cys su speeifideoforme della Ser
acetiltransferasi (Uranet al. 2000; Noji e Saito 2002; Wirtz e Hell 2003; Saito
2004). Questo sistema permette non solo di mardem®adeguata omeostasi della

Cys, ma anche di coordinare la sintesi di OAS ad&#r, con la riduzione del solfato.
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Percezione e trasduzione del segnale

Nonostante I'elegante modello di regolazione sogescritto i meccanismi
generali coinvolti nella percezione dello statorizignale relativo allo zolfo e nella
conseguente trasduzione del segnale che si risglvenantenimento dellomeostasi
di Cys e GSH rimangono ancora largamente sconoghiotito et al. 2007).

Molti studi identificano I'auxina e il metil jasmato come possibili componenti
del meccanismo di trasduzione del segnale. L'andks profili di espressione,
condotti inA. thaliang ha mostrato che molti geni relazionabili al metemo dello
zolfo sono indotti da trattamento con metil jasmon@lirai et al. 2003; Maruyama-
Nakashitaet al. 2003; Nikiforovaet al. 2003; Joset al. 2005). Anche le citochinine
sembrano essere coinvolte nella regolazione dptéssione di geni del metabolismo
del solfato, come suggerito dall'osservazione di loto effetto negativo
sull'accumulo di trascritto di un trasportatore dmllfato ad alta affinita diA.
thaliana (Maruyama-Nakashitat al. 2004).

Recentemente, alcuni potenziali elementi resporaiui zolfo (SUREsSUIfur
Responsive Elemeptsono stati identificati in alcuni promotori di rgesolfo-
responsivi, sebbene non in tutti i casi siano stadesiduate le sequenze consenso.
Nel promotore del gene codificante per la subyhitilla conglicinina di soia é stata
individuata una regione di 235 pb sufficiente pagalare la trascrizione del gene in
risposta allo zolfo (Awazuhaet al. 2002); nel promotore del geNdT3, codificante
per una nitrilasi diA. thaliana e altamente regolato dallo zolfo, e stata invece
evidenziata una regione di 317 bp che contiene exlinnegolatori essenziali legati
alla nutrizione solfatica (Kutet al 2002). Inoltre, un recente studio condotto sul
promotore diAtSultrl;1di A. thalianaha permesso l'identificazione di una regione
di 5 pb la cui presenza e sufficiente per promuevier trascrizione del gene
AtSultrl;1 in condizioni di solfocarenza. La presenza di tmea®gione e stata
riscontrata anche nelle sequenze promotrici di @dtni solfo-responsivi, suggerendo
un suo coinvolgimento nei meccanismi di regolaziativati in condizioni di bassa
disponibilita di solfato Maruyama-Nakashie al. 2005; Hawkesford e De Kok
2006).

Per quanto riguarda i fattori che agisconotians in A. thaliana & stato
recentemente identificato un fattore di trascrieziamplicato nella regolazione della
via di assimilazione dello zolfo, SLIM1 (Maruyamakashitaet al. 2006). Tale
fattore di trascrizione, appartenente alla famidtih (Ethylene Insensitive Like

14



svolge un ruolo fondamentale nella regolazioneadgtscrizione in condizioni di
solfocarenza, controllando sia l'acquisizione delfado sia la degradazione dei
glucosinolati (Maruyama-Nakashitat al. 2006). E’ stato inoltre ipotizzato un
possibile coinvolgimento di due fattori nuclearolai in embrioni di soia (SEFs,
Soybean Embryo Factgrsn grado di legarsi alla regione di 235 pb dedrpotore
del gene codificante per la subunpadella conglicinina (Allenet al 1989); le
sequenze nucleotidiche per il legame degli elem8&f sono presenti anche nel
promotore del gene della Ser acetiltransfera§iitiullus vulgarise di AT5G48850
codificante per una proteina a funzione sconoscuitaA. thaliang anch’essi in
grado di rispondere allo zolfo (Saiat al. 1997; Howarth e Hawkesford, dati non

ancora pubblicati).

Lo zolfo e il cadmio
Tossicita del cadmio

| metalli pesanti sono una classe di metalli avexain densita superiore a
5g cm® (Elmsey 2001), e possono essere classificati casengiali o0 non essenziali
per le piante e molti altri organismi. Piccole qii@ndi metalli pesanti essenziali,
come ferro (Fe), rame (Cu) e zinco (Zn), sono reareger il ciclo vitale delle piante
in quanto cofattori di molte attivita enzimatiche neediatori di interazioni con
ligandi. Diversamente, i metalli pesanti non ess#gnzome Cd, mercurio (Hg) e
piombo (Pb), non solo non sono necessari per letggiana in molti casi possono
esercitare effetti tossici su di esse; infatti, Juy® permeare le membrane
plasmatiche cellulari utilizzando gli stessi sistedn trasporto usati dai metalli
pesanti essenziali ed una volta nel simplasto akerle funzioni cellulari
principalmente interagendo con gi atomi di zolfo azoto nelle catene
amminoacidiche. Tuttavia anche livelli di metaliganti essenziali superiori a quelli
fisiologici ottimali possono influenzare negativartesil metabolismo e la fisiologia
degli organismi viventi, a causa principalmenteladébro reattivita chimica. Per
esempio un eccesso di metalli essenziali libetiyviala un punto di vista redox,
come Fe e Cu, puo indurre la genesi di radicabssitici altamente reattivi (OH-)
(Halliwell e Gutteridge 1984, 1990).

Nell’ambito dei metalli pesanti il Cd é fra quediimaggior rilevanza rispetto sia

all’esposizione delle piante, sia all’'accumulo ealatene alimentari; la sua rilevanza
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come inquinante ambientale e la sua relativa ntabiliel sistema suolo pianta
I’'hanno reso uno dei metalli non essenziali pigdanente studiato (McLaughliet
al. 1999; Clemens 2006).

Il Cd, come altri ioni metallici hon essenziali,cén ogni probabilita assunto
dalle piante attraverso i sistemi di trasporto dationi normalmente coinvolti
nell’assorbimento di elementi essenziali, come mme delle famiglie ZIP e Nramp
o i canali del calcio (Clemeret al. 1998; Grotzet al. 1998; Korshunovat al. 1999;
Penceet al. 2000; Thomineet al. 2000; Lombiet al. 2001; Perfus-Barbeoctt al.
2002).

La presenza di Cd nelle cellule provoca interfeeeoan molti processi quali il
metabolismo dei carboidrati, 'assorbimento e @urione del nitrato, I'attivita di
molti enzimi, il bilanciamento idrico e la fotosa#i. L'accumulo del Cd nei tessuti
della pianta porta quindi al manifestarsi di unaieta di sintomi di tossicita che
vanno dalla clorosi all’lappassimento, alla ridugiatella crescita, fino alla morte
cellulare (Van Assche e Clijsters 1990; Costa ed\1d994; Hernandeet al. 1996;
Siedlecka e Krupa 1996; Sanita di Toppi e Gabbri€b9; Perfus-Barbeocét al.
2002; Pietriniet al. 2003).La maggior parte di questi effetti sono dovutiedtrema
affinita del Cd di legare i gruppi sulfidrilici del proteine con la conseguente
formazione di legami che ne modificano la strutteila funzione. Inoltre 'accumulo
di Cd induce stress ossidativo come evidenziatta datmazione di specie reattive
dell’ossigeno, quali I'anione superossido e il gsrdo di idrogeno (Romero-Puertas
et al. 2004). Tuttavia, poiché il Cd non e un metalldvattlal punto di vista redox, lo
stress ossidativo puo risultare sia dall'interfegeon il metabolismo del GSH sia
dalla sostituzione e dislocazione dalle proteinendetalli attivi dal punto di vista
redox (Stohs e Bagchi 1995).

Detossificazione del cadmio

Per minimizzare gli effetti dellaccumulo di metapjesanti le piante hanno
evoluto meccanismi di detossificazione principaltedmasati sulla chelazione e sulla
compartimentalizzazione subcellulare (Clemens 200fha delle principali classi di
chelanti dei metalli pesanti conosciuti nelle pgarg nei funghi & quella delle
fitochelatine (PC), una famiglia composta da picpebtidi ricchi in Cys e costituiti
da solo 3 amminoacidi: acido glutammico (Glu), @yglicina (Gly); i residui di Glu

e Cys sono legati attraverso un legagearbammidico. Nelle PCs due o piu
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ripetizioni di unita diy-EC sono seguite da un residuo di Gly terminalegoait alla
seguente struttura generakeQGlu-Cys)-Gly, con n variabile da 2 a 11 (piu
comunemente 2-5). Varianti di questa regola geaesmino PC in cui la Gly
terminale o € sostituita da altri amminoacigt-Ala: omoPCs, Ser: idrossimetilPCs o
Glu: iso PCs) o non é presente; quest’ultima vésian stata identificata solo in
lievito (Rauser 1995; Zenk 1996; Kubat al. 2000; Ovenret al. 2002). La sintesi
delle PCs e indotta dopo pochi minuti di esposigiardifferenti metalli o metalloidi;
tra questi il Cd e il maggior induttore, mentre pkri metalli, come Cu, Zn, Pb e Ni,
e richiesta una piu alta concentrazione (Gitilal. 1987; Maitaniet al. 1996). Le PCs
sono sintetizzate non-traduzionalmente, a partid @SH, in una reazione
catalizzata dall’enzima PC sintasi (PCS). Una vaitatetizzate, le PC formano
complessi citosolici con i metalli; tali complesssono successivamente
compartimentati all’interno dei vacuoli ad opera gfiecifici trasportatori (Zenk
1996). L'importanza delle PCs per la detossificagiodel Cd nelle piante e
sottolineata dall'isolamento inA. thaliana del mutante cad mancante della
formazione del complesso Cd-PC, incapace di seztate PC, e conseguentemente
ipersensibile al Cd (Howdest al. 1995a, 1995b).

L'identitd molecolare della PCS e stata identificalonando e caratterizzando i
corrispettivi geni inA. thaliang Triticum aestivuma Schizosaccharomyces pombe
(Clemenset al. 1999; Haet al. 1999; Vatamaniulet al. 1999) attraverso diversi
approcci. | tre geni identificati, chiamati rispesimenteAtPCS1 TaPCSe SpPC$
codificano per polipeptidi di 50-55 kDa e mostrafra,loro, un’identita di sequenza
amminoacidica del 40-50% (Rest al. 2004). Esperimenti di caratterizzazione
funzionale hanno evidenziato che AtPCS1 e TaPC$ sogrado di sopprimere il
fenotipo Cd-ipersensibile di mutanti di. thaliana e lievito (Ha et al. 1999;
Vatamaniuket al. 1999) o di conferire tolleranza al Cd quando esgiren lievito
(Clemenset al. 1999). Inoltre, il mutante db5. pombedifettivo per SpPCS ha
evidenziato di essere ipersensibile ai metalli pegaprivo delle PCs cellulari (Het
al. 1999). Valutando i risultati di questi esperimentl loro insieme si puo
confermare il ruolo delle PC sintasi clonate silanbiosintesi delle PCs sia nei
meccanismi di detossificazione del Cd.

Confronti tra le sequenze amminoacidiche dedotie daquenze clonate di PCS

rivelano un domino ammino-terminale altamente covade che presumibilmente

17



rappresenta il domino catalitico e una regione @ssbterminale contente residui
multipli di Cys e mostrante un’apparente bassa ewmagzione della sequenza
amminoacidica (Cobbett 2000; Retaal. 2004).

Poiché la biosintesi delle PC & cosi strettameimendente dal GSH é giusto
presumere che esista una generale relazione tsainidazione del solfato, la
biosintesi di GSH e il meccanismo di detossificaei@el Cd (Nociteet al. 2007).
Studi condotti su culture cellulari Biauvolfia serpentina su radici di mais indicano
che l'esposizione e l'accumulo del Cd sono accompfigda una transiente
contrazione dei livelli di GSH cellulare, direttamte usato come substrato per la
produzione di PC (Grillet al. 1987; Tukendorf e Rauser 1990). Inoltre, una
prolungata esposizione al Cd risulta in una massinteesi di PC, che rapidamente
diventano la piu abbondante classe di tioli nontgco nei tessuti della pianta.
Analisi comparative dei livelli di composti tiolicielle piante esposte a Cd rivelano
che la concentrazione di PC puo raggiungere valotto piu elevati rispetto a quelli
del loro precursore GSH, che rappresenta il pradeigomposto tiolico non proteico
in piante non stressate (Tukendorf e Rauser 19@@sstdt al. 1999; Nocito et al.
2002, 2006, 2007). Quindi, la necessita di soseenprocessi di detossificazione del
Cd induce un forte incremento della quantita totdleolfo ridotto richiesto dalle
piante; l'instaurarsi di sink addizionali di zolfadotto, in seguito all’esposizione a
Cd, potrebbe essere in grado di determinare aurdelfattivita di alcuni enzimi per
'assunzione, I'assimilazione e il trasporto difatd, e per la biosintesi del GSH
(Nocitoet al.2002, 2006).

Nussbaum e collaboratori (1998) per primi hannoaditrato I'esistenza di una
stretta relazione tra I'accumulo di Cd e l'assimiteme di solfato, descrivibile come
un effetto di stimolo del metallo sull'attivita diliversi enzimi delle vie di
assimilazione del solfato e di biosintesi del GSH; particolare gli enzimi
maggiormente responsivi all’esposizione e allacolomdi Cd sono I'ATP
sulfurilasi, 'APS reduttasi, lg-EC sintetasi e la GSH sintetasi (Nussbaginal.
1988; Rluegsegget al. 1990; Riegsegger e Brunold 1992).

L'incremento della domanda di composti contenemtdlfaz ridotto, dovuta
all'attivazione del meccanismo di detossificaziale Cd basata sulle fitochelatine,
sembra essere una risposta comune nelle piantestespoquesto metallo come
indicato da differenti studi sulle risposte tragimmali dei principali geni solfo-

responsivi. InA. thalianal’esposizione a Cd porta all'induzione di moltingéungo
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Il metabolismo di assimilazione del solfato com#edenti isoforme di Ser-acetil
transferasi citosolica, di OAS(tiolo)-liasi citogm, di ATP sulfurilasi e di APS
reduttasi e anche dellaEC sintetasi e della GSH sintetasi (Xiang e Oli¥688;
Dominguez-Soliset al. 2001; Haradaet al. 2002; Howarthet al. 2003). Un
comportamento simile é stato osservato anche imte@iB. junceaesposte a diverse
concentrazioni di Cd, in cui si verifica un’induamtrascrizionale dei geni per I'ATP
sulfurilasi, 'APS reduttasi e Ia-EC sintetasi (Lee e Leustek 1998; Schéfeal.
1998; Heisst al. 1999).

Nel loro insieme questi studi indicano che la fozmae di sink addizionali di
zolfo ridotto, derivanti dalla sintesi di PCs, auree la richiesta di Cys e GSH,
generando una regolazione trascrizionale coordina@ geni coinvolti
nell'assimilazione del solfato e nella sintesi &3H, dipendente dalla domanda di
composti tiolici. Questo tipo di risposta e fondamede per la sopravvivenza delle
piante in ambienti contaminati da metalli pesamtiiché una fine modulazione dei
flussi di zolfo lungo le vie metaboliche e esseleziper soddisfare due bisogni
contrastanti: i) il mantenimento dellomeostasi d&SH cellulare; ii) la
detossificazione dei metalli pesanti per mezzo ttviga che consumano il GSH
(Nocitoet al. 2007).

Studi condotti su piante di mais esposte a Cd dimos che il bisogno di
mantenere un’elevata biosintesi di PC e adeguatllilidi GSH in seguito
all'esposizione a Cd pud essere soddisfatto anobd@utando I'influsso di solfato
nella radice, e quindi la quantita totale di zadfssunta dall’ambiente. Osservazioni
derivanti sia da corte che prolungate esposiz@mioncentrazione di Cd nell’ordine
del micromolare, evidenziano un aumento della dgpat assunzione del solfato
grazie ad una induzione dmSt1;1 gene codificante per un trasportatore del solfato
ad alta affinita identificato inZea mais(Nocito et al 2002, 2006). Inoltre la
modulazione dell’assorbimento del solfato sembseres dipendete dalle richieste
nutrizionali come suggerito dall’osservazione clee iscambiamenti nei livelli di
trascritto di ZmStl;1 sia la capacita di assimildresolfato delle radici sono
strettamente relazionati alla forza del sink addtiale per i composti tiolici indotto
dal Cd (Nocitoet al. 2006). La regolazione dell’assorbimento del solfatio quindi
rappresentare il primo passo del processo adattatohiesto per assicurare un
adeguato approvvigionamento di zolfo per la defiesgiione del Cd.

Risultati preliminari condotti irA. thalianarivelano che altri trasportatori del

19



solfato, anche se non coinvolti direttamente nefiabimento primario del nutriente
dal mezzo esterno, sono regolati trascrizionalmedap® esposizione a Cd (Herbette
et al 2006). Sebbene il significato della maggior padiequesta regolazione
trascrizionale rimanga non chiara, € interessant&®upposizione degli autori che il
Cd induca la sovraespressione del trasportatoretat@plasto AtSultr4;1 per
mobilizzare le scorte vacuolari di solfato al fide fornire un ulteriore substrato
addizionale per il metabolismo di assimilazionee§iudati suggeriscono anche che
la modulazione dei flussi di solfato lungo l'intepdanta possa giocare un ruolo

importante nella detossificazione e tolleranzaGhbl

Percezione e trasduzione del segnale

Ad oggi non sono ancora chiari i meccanismi attrswecui la pianta attivi e
regoli la risposta trascrizionale in presenza ditatiepesanti, nonostante negli
organismi vegetali siano stati identificati numergeni inducibili da tali elementi
(Hagenet al. 1988; Lescuret al. 1991; Berna e Bernier 1999).

In particolare, sono state individuate sequenzelisamas-1 un elementais-
acting presente nel promotore CaMV 35Sagliflower Mosaic Virus 35S RNAnei
promotori di due geni indotti da Cd e da auxina.due sequenzparA di tabacco
(Proplast Auxin Regulat@dcon funzione non ancora ben caratterizzataHe/4 di
soia, codificante per una GSBtransferasi, sono probabilmente coinvolte nel
controllo della trascrizione di questi geni in pesa di Cd (Elliet al. 1993; Kusaba
et al. 1996). Nell'alga verdeChlamydomonas reinhardtisono stati invece
identificati un elemento di risposta al Cu di 4 BURE Copper Responsive
Elemen), e un regolatore della rispost@&RR1 (Copper Response Regulgtor
essenziale per promuovere I'espressione di aloemiig condizioni di carenza di Cu
(Quinn e Merchant 1995; Quiret al. 2000, 2003). Entrambi questi elementi sono
richiesti anche per mediare la risposta al Ni (Queh al 2003). Altre due regioni
sono state identificate nella regione promotricePaSr2 di fagiolo Phaseolus
vulgaris Stress-related gene numbér gene specificatamente indotto da metalli
pesanti e in grado di aumentare la tolleranza alnCekllule diE. coli e piante di
tabacco (Zhanget al. 2001; Chaiet al. 2003). Queste due regioni individuate tra
222/-188 pb e -187/-147 pb, relativamente al sitoinizio della trascrizione,
contengono elementiMRE (Heavy Metal Responsive Elemé@ntgaidentificati nei

lieviti e negli animali, e sono in grado ciascuna abnferire un’espressione
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dipendente dalla presenza dei metalli pesantira geporteGUS(QI et al. 2007).

Informazioni ancora piu incomplete si hanno rigwardl meccanismo di
trasduzione del segnale; le uniche evidenze dipgomierivano da osservazione
condotte in piante di riso esposte a Cd, nelleicgamhbra che il metallo influenzi la
cascata dipendente da alcune chinasi MARIKggen Activated Protein Kinasgse
pertanto e stato suggerito un coinvolgimento distpiechinasi nel mediare la
trasduzione del segnale in seguito all’esposiz@n€d (Yehet al. 2004; Qiet al.
2007).
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OBIETTIVO



L’obiettivo generale del presente lavoro € statellqudi individuare fattori proteici
(DNA binding proteih coinvolti nella regolazione trascrizionale di w@i¢ geni
modello in risposta allo stato di nutrizione satfate/o alla presenza di cadmio nel
mezzo di allevamento. Lo studio € stato condottottaddo due specie modello
nell’ambito della famiglia delle Brassicacé&eabidopsis thaliana Brassica juncea

e ricorrendo all'impiego di sistemi reporter, dresening e di espressione eterologa

(Saccharomyces cerevis)ae
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MATERIALI E METODI



Materiale biologico

Tutte le esperienze erano condotte con pianteAmibidopsis thaliana
(ecotipo Colombia Col), wild-type o appartenenti alla colleziorffALK e di
Brassica junceaBrassica juncedL.] Czern. Var 426308), allevate in soluzioni

idroponiche e in condizioni controllate.

Allevamento delle piante
L’allevamento delle piante avveniva secondo modaatliverse a seconda
della specie e dall'utilizzo del materiale biolagiai seguito sono riportati i diversi

metodi di allevamento.

1) Allevamento di piante di Brassica juncea in coltuidroponica per
I'identificazione dei diversi alleli del trasportate del solfato BjST1;2
La germinazione dei semi avveniva in piastre Ren fondo rivestito da un

doppio strato di carta da filtro imbibito con acdudistillata, che venivano poste per
96 h in un incubatore mantenuto a 26 °C e in assdnluce. Ultimato il periodo di
germinazione, le plantule venivano trasferite ia gerra climatizzata dove venivano
allevate in coltura idroponica; la camera era maute a 26 °C, con un fotoperiodo
di 16 h. Il sistema di allevamento adottato eratitto® da supporti forati di
polistirolo, ciascuno in grado di ospitare un nuoneariabile di piante inserite in
appositi contenitori in PVC e rincalzate con agtipe i supporti venivano alloggiati
in vasche di PVC contenenti 5 L di soluzione niwisit

Il protocollo di crescita, di seguito riportato,epedeva diverse fasi sequenziali,
durante le quali le soluzioni nutritive venivanoriage in funzione delle esigenze
delle piante e dei trattamenti da effettuare.
» Fase | (Allevamento; durata 14 giorni)

La soluzione nutritiva adottata (Hoagland 1:2) ewai costituita: NFH.PO, 0,5

mM, KNO3; 3 mM, Ca(NQ); 2 mM, MgSQ 1 mM, FeEDTA 50 puM, EBO;3 46

UM, MnChL 9 uM, ZnC} 0,8 uM, CuCl 0,3 puM, (NH)sM07024 0,1 pM.

Questa fase aveva come scopo principale quello ttknere il rapido

affrancamento delle plantule.

» Fase Il (Acclimatamento; durata 8 giorni)
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La soluzione nutritiva veniva diluita 5 volte, ez fatta per i micronutrienti,
allo scopo di portare la concentrazione dello isoléato a 20QuM.
» Fase lll (Trattamento; durata 48 h)
Durante questa fase si provvedeva alla somministtazdel C4* (in forma di
cloruro e in concentrazione 10 uM); durante tad¢tamento il Fe-EDTA veniva
sostituito con una quantita equivalente di Fe-tatta al fine di evitare la
chelazione del metallo pesante da parte del’lEDTA.
Le soluzioni nutritive adottate venivano rinnovabgni 2-3 giorni ed erano
mantenute continuamente aerate attraverso un sistdintubi collegato ad un
serbatoio di aria compressa.
Ultimata la fase di trattamento si provvedeva ahpg@namento delle radici, che

venivano rapidamente congelate iplijuido, per poi essere conservate a —80 °C.

2) Allevamento di piante di Arabidopsis thaliana, mitara idroponica, per ottenere
la library di cDNA solfocarente

Prima di procedere alla semina, i semi venivantoposti a trattamento di
vernalizzazione deponendoli su un foglietto di @arhbibito d’acqua bidistillata
posto in una piastra Petri e lasciandoli ad ungpgatura di 4 °C per 4 giorni, in
assenza di luce. Al termine del periodo di verzazone, i semi venivano posti su
ritagli di grodan e depositati su una piastra Pet fondo ricoperto in perlite
bagnato con acqua bidistillata. La piastra veniveubata in camera di crescita
mantenuta a 22 °C, con un fotoperiodo di 12 ofect (48 LE 1if) e 12 ore di buio,
per la durata di 7 giorni. Ultimato il periodo dergninazione, le plantule venivano
trasferite su particolari basamenti per essereathein coltura idroponica. Il sistema
di allevamento adottato era costituito da suppirati di polistirolo, ciascuno in
grado di ospitare un numero variabile di pianteiite in appositi contenitori in PVC
e rincalzate con agriperlite; i supporti venivanibogygiati in vasche di PVC
contenenti 5L di soluzione nutritiva.

Il protocollo di crescita, di seguito riportato, epedeva diverse fasi
sequenziali, durante le quali le soluzioni nutatienivano variate in funzione delle
esigenze delle piante e dei trattamenti da effedtua

* Fase | (Allevamento; durata 7 giorni)
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La soluzione nutritiva adottata (Hoagland 1:2) @ai costituita: NFH,PO, 250
mM, KNO3 1,5 M, Ca(NQ).1 M, MgSQ, 500 mM, FeEDTA 25 mM, §BO3;46
UM, MnCkL 9 uM, ZnC} 0.8 uM, CuCl 0,3 uM, (NH)sM07024 0,1 uM.
Questa fase aveva come scopo principale quello ttBnere il rapido
affrancamento delle plantule.
* Fase Il (Acclimatamento; durata 7 giorni)
In questa fase si provvedeva alla riduzione detlacentrazione del MgSQCa
10uM.
« Fase lll (Trattamento; durata 72 ore)
Durante questa fase si provvedeva ad indurre sokoza totale attraverso la
sostituzione del MgS£con MgCh500 mM.
Le soluzioni nutritive adottate venivano rinnovaigni 2-3 giorni ed erano
mantenute continuamente aerate attraverso un sistdintubi collegato ad un

serbatoio di aria compressa.

3) Allevamento delle piante di Arabidopsis thalianaldwiype e della linea
SALK 006219.56.00 in vitro su terreni addizionaindifferenti concentrazioni di
solfato per studiare i profili d’espressione derivgeni presi in esame.

Prima della messa a dimora i semi subivano unatreghto di sterilizzazione;
questi erano incubati in una soluzione 0,01% (Wv)Yween 20 e mantenuti in
agitazione a temperatura ambiente per un period20dnin, al termine del quale
veniva aggiunto un pari volume di ipoclorito di smdcandeggina commerciale al
4% di cloro attivo) quale agente sterilizzante.ntlibazione si protraeva, nelle
medesime condizioni di temperatura e agitazioneupeulteriore periodo di 5 min.
Al termine del trattamento i semi erano lavati #e&/aon acqua bidistillata sterile per
essere infine risospesi in 1 mL di acqua.

La semina avveniva in piastre Petri e in condizidinsterilitd. 1 semi venivano
depositati direttamente sulla superficie di terrét® agarizzato, circa 20 mL per
piastra, completo (1500 uM MgQfo privo di solfato (10 uM MgSE). Al termine
del trattamento di vernalizzazione dei semi, ldsai@ °C per 4 giorni, in assenza di
luce, le piastre venivano trasferite in camerardscita mantenuta a 22 °C, con un
fotoperiodo di 16 ore di luce (48 pE3ne 8 ore di buio, per la durata di 14 giorni.
La composizione dei terreni utilizzati per I'allenanto delle piante € riportata in
allegato 5.
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Estrazione del’RNA totale e quantificazione

Le polveri, circa 100 mg e 700 mg per le radiciAdabidopsis thaliana e
Brassica juncea rispettivamente, erano trasfemtetubi da centrifuga sterili,
addizionate con 1 ml di TRIZO3Logni 100 g di polvere, miscelate e mantenute a
temperatura ambiente per 5 min. | campioni eranodj@addizionati con 200 pL di
cloroformio per ogni mL di TRIZOE e centrifugati a 14006 per 15 min. La fase
acquosa superiore, circa il 60% del volume di TRIZQveniva prelevata e
miscelata a 500 pl, ogni mL di TRIZSL di alcool isopropilico per precipitare
'RNA totale. Si centrifugava a 1400Q per 15 min, si eliminava il liquido
surnatante, si lavava gelletin 1 ml di etanolo al 70 % (v/v) e si centrifugaaa
14000g per 15 min per riprecipitare I'RNA. pelletottenuto veniva asciugato sotto
vuoto, fino alla completa evaporazione dell’etanalesiduo, per poi essere
solubilizzato in 50 ul di ED DEPC. Per la conservazione a —80 °C, i campioni
venivano addizionati di altri 350 pl di.@ DEPC e miscelati con 40 ul di sodio
acetato 3 M e 1 ml di etanolo assoluto.

L'RNA totale estratto era quantificato spettrofottncamente, misurando
'assorbanza ad una lunghezza d’onda di 260 nmunital di assorbanza a 260 nm
corrisponde ad una concentrazione di RNA di 40 |iy pe letture erano eseguite
con due diverse quantita del campione diluite i@ HDEPC in un volume finale di 1
ml.

Allo scopo di verificare la qualita del’lRNA, uniguota della preparazione,
corrispondente ad 1 pg di RNA totale, era sott@asteparazione elettroforetica su
gel di agarosio all'l % (w/v) in tampone TBE 1x @iohato di bromuro di etidio

(0.5pg mL™Y). Al termine della corsa, il gel era analizzatarsmsilluminatore UV.

Purificazione del’'RNA in LiCl

| campioni, conservati a —80 °C, venivano centifiig velocita massima per
30 min; i pellet venivano lavati in 500 pL di etémal 70 % (v/v), riprecipitati
centrifugando a velocita massima per 15 min e gstiwsotto vuoto. Le frazioni
precipitate erano quindi risospese in 500 pL gDHDEPC, addizionate con 0,1 V di
LiCl 8 M per essere mantenute a 4 °C per 2 h;a@teentrazioni di LiCl consentono
la precipitazione selettiva di RNA ad alto peso egolare, mantenendo in soluzione

tRNA, DNA genomico contaminante e polisaccaridi rdualmente presenti. Al
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termine del periodo di incubazione i campioni vamie centrifugati a 13509 per 30
min allo scopo di recuperare I'RNA precipitato.dllpt erano quindi risospesi in 500
uL di HoO DEPC, addizionati con 1 mL di etanolo assolu®eiL di sodio acetato
3 M, per essere mantenuti a -20 °C per 20 min;itzeha veniva quindi centrifugata
a 13500g per 30 min e i pellet risospesi in 15 puL diHDEPC. L'RNA totale cosi
estratto e purificato, era infine quantificato $p#btometricamente, misurando
I'assorbanza ad una lunghezza d’onda di 260 nm.unita di assorbanza a 260 nm

corrisponde ad una concentrazione di RNA di 40 ug.p

Retrotrascrizione dell’lRNA

Per I'ottenimento del cDNA veniva utilizzato il gozollo SuperScrift
First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrgg&eniva quindi preparata una
miscela contenente 3 pg di RNA, estratto da ratlipiante di Arabidopsis allevate
in vitro su terreno MS completo e privo di zolfoecendo le modalita
precedentemente descritte, 1 pL di dNTPs 10 mMikdel primer Oligo dfio-18)y Si
aggiungeva bD fino ad un volume finale di reazione di 10 pL; rfascela di
reazione era successivamente incubata a 65 °C pen® tenuta in ghiaccio per
almeno 1 min. | campioni erano, quindi, addizionditil0 pL di una miscela
contenente 10 pL di RT buffer 5x, 8 uL di Mg€b mM, 4 uL di DTT 0,1 M, 80 U
di RNaseOUT (Recombinant RNase Inibitor) e 400 U Sdiperscript I RT
(trascrittasi inversa) per iniziare la reazioneealrotrascrizione che avveniva ad una
temperatura di 50 °C in un tempo di 50 min per @ssere terminata portando i
campioni a 85 °C per 15 min, allo scopo di denatuf@nzima. La miscela era poi
raffreddata in ghiaccio per 2 min e centrifugateeviemente; vi era quindi
addizionato 2 U di RnasiH e si incubava a 37 °C20emin.

Valutazione dell’'espressione genica differenziale egli alleli di
BjST1;2

La RT-PCR semi-quantitativa € una tecnica che cuesdi valutare il livello
di espressione di un gene attraverso I'amplificagiodel cDNA ottenuto dal
corrispondente mRNA. A tale proposito vengono caredeeazioni di amplificazione
del cDNA in condizioni non saturanti, dove la qutanti amplificato prodotto risulta
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proporzionale alla concentrazione di templato preseln questo modo é possibile
confrontare i livelli di trascritto di un gene iffférenti condizioni sperimentali.

| prodotti di amplificazione della PCR semi-quaatiita sono comparati con
quelli ottenuti dall’amplificazione di un gene aspeessione costitutiva, ovvero i cui
livelli di trascritto non vengono influenzati dallieverse condizioni in esame.

Allo scopo di evidenziare eventuali differenze dpeessione tra i diversi
alleli di un gene codificante per il trasportatalel solfato BjST1;2, le reazioni di
RT-PCR semiquantitative venivano affiancate ad ianali restrizione ed alla
determinazione delle frequenze di ligazione deedivprodotti di amplificazione.

L’espressione del trasportatore del solfato Bli juncea era pertanto
confrontata con quella dellgtubulina (le sequenze dei primers sono riportate i
allegato 6); i retrotrascritti ottenuti da piantentrollo e trattate con Cd€10 pM
venivano amplificati in condizioni semi-quantitige35 cicli di PCR, adottando le
coppie di primers e i profili di amplificazione agati in allegato (allegato 6a, b). Le
sequenze dei primers utilizzati per I'amplificazorsono state disegnate sulla
sequenza depistata in banca dati NCBI (www.ncb).gev il gene della [3-tubulina e
sulla sequenza del trasportare di Brassica jun¢8al1B2 clonato e sequenziato in un
precedente lavoro (Crema 2007, tesi di dottoratdr)'aliquota dei prodotti di
amplificazione cosi ottenuti veniva analizzata pevestrizione enzimatica; le
reazioni di restrizione erano condotte a 37 °CJ&& min in miscele contenenti 40
uL di prodotto di amplificazione, 5 U di Clal, 3. KGB Buffer 10x e HO fino ad
un volume finale di 5QuL. L'enzima di restrizione utilizzato, tagliando modo
diverso nei tre alleli, permetteva di discriminarli frammenti ottenuti dalla
restrizione erano visualizzati su gel di agaros$i@ % (w/v) addizionato di bromuro
di etidio (0,5ug mLY). La restante quota dei prodotti di amplificazioneniva
utilizzata per determinare le frequenze di ligagioei prodotti di amplificazione dei
retrotrascritti di ciascun allele, attraverso ilbmaggio all'interno del plasmide
pCR”4Blunt TOP®, secondo il protocollo Zero BIUBtTOPT PCR Cloning Kit
for Sequencing (Invitrogen) descritto precedentdmen

Le colonie ottenute venivano diluite in 50 di H,O; 2 pL di questa
soluzione venivano utilizzati come templato in ieazdi PCR condotte adottando lo
stesso profilo termico e le medesime coppie di prarsopra descritti. | prodotti di
amplificazione erano quindi analizzati tramite feak di restrizione condotte a 37

°C per 120 min. La miscela di restrizione era cost@ala 20uL del prodotto di
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amplificazione, 1 U di Clal, 3L KGB Buffer 10x e HO fino ad un volume di 30
pL. I prodotti di restrizione erano visualizzati gel di agarosio al 2 % (w/v) al fine

di determinare la frequenza di ligazione dei divaligli.

Estrazione del DNA per lidentificazione dei promobri del gene
BjST1;2

L’estrazione veniva condotta a 22 °C. Le foglieBdassica junceacampionate
erano macerate in un tubo da 1,5 ml, con l'ausilian pestello, in presenza di 500
ml di tamponehigh-salt[urea 2,8 M, Ng&5O, 0,3 M, Tris 0,2 M, EDTA 8 mMN-
Lauroyl-Sarcosin€85 mM (pH = 8,0)]. | campioni venivano quindi l&gcovernight
a 4 °C per aumentare la resa di estrazione. Alitermdel periodo d’incubazione, si
aggiungevano 500l di una miscela fenolo:cloroformio:isoamilalcob{24:1; viviv)
e si centrifugava a 14009 per 10 min, per favorire la separazione delle. fasi
L’epifase (40Qul circa) veniva quindi recuperata e miscelata cowvalume di acqua
distillata e 0,7 volumi di isopropanolo, per cortsenla precipitazione degli acidi
nucleici. Si centrifugava quindi a 14009 per 10 min, si eliminava il liquido
surnatante, si lavava gelletin 1 ml di etanolo al 70 % (v/v) e si centrifuga&a
14000 g. Il pellet ottenuto veniva asciugato sottovuoto, fino allampteta
evaporazione dell’etanolo residuo, per poi esssmspeso in 50 ul di TE 1x [Tris -
HCI 50 mM (pH = 8,0), EDTA 5 mM] contenete RNasi|(§). | campioni venivano
incubati a temperatura ambiente per 30 min edenonservati a -20 °C.

TAIL-PCR

| protocolli di TAIL (Thermal Asymmetric Inter-Lace®CR prevedono tre cicli
di amplificazione nested successivi utilizzando primer disegnati sulla seqae
nucleotidica del genBjST1;2 e pertanto specifici, unitamente ad un unico prim
degenerato che si appaia in posizioni casuali elebgna (allegato 8).

Nella prima reazione di PCR (TAIL 1) 1 pl di DNAaeamplificato utilizzando
la coppia di primersST1;2A-B04La sequenza di tali primer, la miscela di reazione
e il profilo termico di reazione sono riportatialegato 9.

Nel secondo ciclo di amplificazione (TAIL 2) 1 pil ANA, proveniente da una
diluizione 1:50 del prodotto della TAIL 1, e staaggiunto ad analoghe miscele
(allegato 9b), nelle quali il prime3T1;2Aera sostituito dal prime®T1;2B(allegato
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9a). Nel terzo ciclo di amplificazione (TAIL 3) 18 di DNA, proveniente da una
diluizione 1:10 del prodotto della TAIL 2, venivanglificato impiegando una
miscela di reazione (allegato 9b) contenente, coligp specifico per il gene, il
primerST1;2C1(allegato 9a).

Ogni campione della TAIL 3 veniva amplificato inplo. | profili termici delle
reazioni di amplificazione della TAIL 2 e della TIAB sono riportati nell’allegato
9c.

| prodotti delle tre successive amplificazioni wemo caricati su gel di agarosio
all'l% (w/v) in corsie adiacenti. Il gel veniva paato sciogliendo a caldo una
opportuna quantita di agarosio in tampone TBE 1ris[89 mM, HBO; 89 mM,
Na-EDTA 2 mM (pH = 8,2)] addizionato di bromuro diidd (0,5 pg mf). |
campioni impiegati per la corsa elettroforeticaivano preventivamente miscelati
con 0,1 volumi disample bufferlOx [Ficoll 400 15% (w/v), blu di bromofenolo
0,25%, xylene cianolo 0,25%, in acqua distillatdljp scopo di facilitarne il carico e
di consentirne la visualizzazione durante la cocka, veniva condotta per 40 min a
10 V cmi®. | risultati della corsa elettroforetica venivandsualizzati su un
transilluminatore UV. L'analisi delle immagini cargiva di individuare i prodotti di
interesse che venivano purificati secondo il proloc DNA and gel band
purification kit (Amersham Biosciences). | frammenti purificati wemo ligati,
secondo il protocolloZero Blunf TOPG® PCR Cloning Kit for Sequencing
(Invitrogen), allinterno del plasmide pCR4Blunt TOPC, che permette una
ligazione dell'inserto ad alta efficienza. Tale ggtade viene fornito linearizzato e
con le estremita 3’ di ciascuna elica legate cowal®ente alla Topoisomerasi | del
virus Vaccinig un enzima che lega il DNA a doppia elica in sgecifici e taglia il
legame fosfodiesterico dopo il 5-CCCTT di un’elick’energia prodotta dalla
rottura del legame fosfodiesterico &€ conservataatso la formazione di un legame
covalente tra il fosfato in 3’ dell’elica taglia¢gal un residuo tirosilico (Tyr-274) della
Topoisomerasi I. Il legame fosfo-tirosilico fraplasmide e I'enzima viene attaccato
dal gruppo idrossilico in 5 dell'inserto provocamd cosi, il rilascio della
Topoisomerasi |.

Le reazioni di ligazione erano condotte per 25 mitemperatura ambiente in
una miscela costituita da 2 pl del’amplificato ificato, 0,5 pl del vettore TOPOe
0,5 ul di soluzione salina (NaCl 1,2 M, MgCD,06 M). Le reazioni di

32



trasformazione erano condotte aggiungendo 2 padaelzione di ligazione ad una
aliquota di cellule dE. coli chimicamente competenti, che venivano poi mang&nut
in ghiaccio per un periodo di 15 min. Seguiva quuntb shock termico a 42 °C per
30 secondi, al termine del quale le cellule venovammediatamente riposte in
ghiaccio. Dopo aver aggiunto 250 pl di SOC MEDIUM@nservato le cellule a
temperatura ambiente per 1 min, queste erano iteuba37 °C per 1 ora
mantenendole in agitazione. Un’aliquota di trasfatin(60 pl) era infine trasferita su
piastre di LB agarizzato addizionato di kanamici®@ pg mt), che venivano
incubate a 37 °C per 12 ore.

pCR® 4Blunt TOPQ consente la selezione diretta dei ricombinantaeérso
l'interruzione dell’espressione del gene letaleEdicoli ccdB fuso al frammento
LacZa. Infatti il polylinker &€ posizionato tra il pronate Ry ed il gene letale, e il
plasmide presenta il gene per la resistenza alviatico kanamicina; le uniche
cellule in grado di crescere su terreno addizioda@ntibiotico saranno, pertanto, le
trasformate e contenenti l'inserto.

Le colonie positive erano prelevate ed impiegater p@oculare
contemporaneamente terreni LB agarizzati e liqulde venivano posti ad incubare
per un ulteriore periodo di 12-18 ore a 37 °C. roitta la fase di crescita
esponenziale le colture liquide venivano utilizzaier I'estrazione del plasmide
ricombinante.

L’isolamento del DNA plasmidico dalle cellule trashate veniva condotto
secondo il protocolldNucleoSpin PlasmidQIAGEN). Dalle subcolture in liquido
erano prelevati 2 ml che successivamente venivantrifugati a 600Q@ per 3 min
per permettere la precipitazione delle cellule dvathe. | pellet erano quindi
risospesi in 250 pl di soluzione di risospensiom@@zionati con 250 pl di tampone
di lisi; le cellule erano mantenute a temperatundiante per un tempo massimo di 5
min. Venivano quindi aggiunti 350 pl di una solumabloccante la lisi e, dopo aver
miscelato, si centrifugava alla massima velocita @ min. Il surnatante veniva
caricato su una colonrducleoSpin Plasmié centrifugato alla massima velocita per
1 min. | plasmidi erano infine eluiti lavando lal@ena con 50 pl di O e
centrifugando alla massima velocita per 1 min.

| frammenti di DNA ricercati erano quindi ottenyer digestione dei plasmidi
con I'enzimakEcoR| per il quale sono presenti due siti di restrieiatle estremita del

sito di inserzione del frammento nel plasmide.
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Le reazioni di restrizione erano condotte a 37 ¥ p20 min in miscele
contenenti 2 pl di DNA plasmidico, 2 U HicoRI, 2ul buffer 10x e BO fino ad un
volume finale di 20 pl; i frammenti di restrizioeeano, quindi, visualizzati mediante
elettroforesi su gel di agarosio. | cloni che preaeano un inserto delle dimensioni
attese erano quindi sottoposti a sequenziamentferdigramma tuttavia risultava

illeggibile dopo le prime 200 pb da entrambi i lati

Sequenziamento e ricostruzione del promotore del ge di BjST1;2

I cloni ottenuti dalla procedura di clonaggio wemo sottoposti a reazioni di
restrizione utilizzando gli enzimi di restrizionedRlI, Hindlll e Spel. Le miscele di
restrizione contenevano 2 pL di plasmide, 0,2 pkerdiima e 2 pL di Buffer 10x, la
restrizione veniva condotta per 2 h a 37°C. Al teaandella restrizione i prodotti
venivano visualizzati su gel di agarosio all’1% \{yvdisciolto in tampone TBE 1x
[Tris 89 mM, HBO3; 89 mM, Na-EDTA 2 mM (pH = 8,2)] addizionato di bromuro
di etidio (0,5 pg mb).

Il clone sequenziato veniva suddiviso in due framingtilizzando gli enzimi di
restrizione EcoRI e Spel a tale scopo 2uL del vett@nivano miscelati con 1 U di
ciascuno enzima, 2 pL di 10x KGB Buffer [potassiacetatel M; Tris-acetate 0.25
M (pH 7,6); magnesium acetate 0.1 M; 2-mercaptoethda mM; BSA 0.1 mg mt]

e HO fino ad un volume finale di 20 pL KGB. Al termidella restrizione i prodotti
venivano visualizzati su gel di agarosio all’1% \{yvdisciolto in tampone TBE 1x
[Tris 89 mM, HBO3; 89 mM, Na-EDTA 2 mM (pH = 8,2)] addizionato di bromuro
di etidio (0,5 pg mL), eluiti secondo il protocoll®NA and gel band purification kit
(Amersham Biosciences). | due prodotti cosi ottemahivano clonati nel vettore
pBluescript ll(Stratagene). A tale scopo 9 g del vettore vervaiscelati con 1U di
EcoRl e 1 U di Spel, 2 pL di 10x KGB Buffer eHfino ad un volume finale di 20
uL. Le reazioni di ligazione erano condotte mised@45 ng di ciascun frammento,
115 ng di vettore tagliato, 2 pL di 10x buffer {360 Tris-HCI (pH 7.8), 100mM
MgCI2, 100mM DTT and 10mM ATP} e 1U di TADNA ligadPromega) e b fino

ad un volume finale di 10 pL. La reazione di ligam era condotta per 4 ore ad una
temperatura di 20° C, al termine di questo peritalaniscela era utilizzata per
trasformare un’aliquota di cellule &. coli chimicamente competenti, che venivano

poi mantenute in ghiaccio per un periodo di 30 n8eguiva quindi uno shock
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termico a 42 °C per 1 min, al termine del qualediule venivano immediatamente
riposte in ghiaccio. Dopo aver aggiunto 1 mL di leBconservato le cellule a
temperatura ambiente per 1 min, queste erano iteuba37 °C per 1 ora
mantenendole in agitazione. Le cellule venivanmdiucentrifugate per 5 min ad una
velocita di 4000 g e pelletrisospeso in 200 pL di LB. | trasformati, suddivisidue

aliquote da 100 pL ciascuna, erano infine trasfesti piastre di LB agarizzato
addizionato di ampicillina (50 pg )i, che venivano incubate a 37 °C per 12 ore.

Il medesimo clonato veniva amplificato utilizzandoa coppia di primers
disegnata sulle sequenze ottenute dalle regiderdgramma leggibili (Allegato 10).
La reazione di amplificazione del clone era coralpttr PCR su 1 pL del plasmide
diluito di un fattore 1000 con @ distillata. A tale scopo si preparava una misdela
reazione contenente il vettore, la coppia di prsnmspecifici per la sequenza,
ciascuno in concentrazione 300 nM, dNTPs 0,3 mV5 @J di Pfu DNA polimerasi
(Promega, genera prodotti con estremita bluntgoirispondente Buffer 1x (gia
addizionato di magnesio 2 mM), e acqua per raggngin volume finale di
reazione di 25 pL. A ciascun campione si aggiungevd@ue gocce di olio minerale
per evitarne I'evaporazione durante i cicli di P@Rrofilo termico della reazione di
amplificazione era il seguente: denaturazione ateza 94 °C per 2 min, seguita da
35 cicli costituiti da una fase di denaturazior@&C per 45 s, una faseatinealing
a una temperatura di 69° per 45 s, una fase dissiat72 °C per 2 min e 30 s. | cicli
erano seguiti da una fase di estensione finale‘€f#r 30 min.

| prodotti di PCR venivano quindi visualizzati maxie corsa elettroforetica

su gel di agarosio.

Analisi One-Hybrid utilizzando cometarget I'elemento SURE

Il sistema one-hybrid si basa sul principio che tmalttivatori trascrizionali
degli eucarioti presentano domini di binding al DAdomini di attivazione (AD)
fisicamente indipendenti. Il sistema one-hybrid allastito impiegando I'elemento
SURE identificato nel promotore del gene del trasggoreSultrl;1 In particolare, il
sistema di screening era preparato integrandataiino del genoma del ceppo di
lievito Y187 [MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-2, fal4, met
, gal8Q\, URA3::GAL1 as—GALlrata-lacZ, MEL1] di Saccharomyces cerevisiae,
auxotrofo per l'istidina, un costrutto costituitallh sequenza promotrice target posta
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a monte di un gene reportétl&3 rimuove l'auxotrofia per I'istidina consentendo a
ceppo di crescere su terreni privi di questo amagin). Il reporter cosi costituito
veniva impiegato per lo screening di una libreria Ai fusione ottenuta ligando i
cDNA, derivati dalla reazione di retrotrascriziodel'mRNA estratto da piante
allevate in presenzal/assenza di solfato nel mezaskcita, in un opportuno vettore
AD. | trasformanti erano quindi selezionati peptasenza di proteine interagenti con
la sequenza target, ricercando le colonie in gdidwescere su terreni minimi privi
di istidina. Il principio base dell’analisi one-hyth e i terreni utilizzati nell’analisi

sSono riportanti rispettivamente in figura 7 e ileghto 11.

Preparazione del vettore reporter pHIS2 portantddimento SURE

Allo scopo di costituire il vettore reporter pHIS®rtante I'elemento SURE,
venivano sintetizzati due oligonucleotidi formata @B ripetizioni dell’elemento
SURE posto in orientamento SENSO o ANTISENSO. Qotiucleotide costituito
dalle 3 ripetizioni dell’elemento in orientamentenso portava alle estremita due
adattatori contenenti i siti di restrizione per @nzimi EcoRl e Sacl | due
oligonucleotidi venivano fatti appaiare attravews@a reazione dannealing ottenuta
miscelando 0,1 pg di entrambi i filamenti, 0 di NaCl 50 mM e incubando la
miscela a 70 °C per 5 min; tale reazione permettigeéenere una molecola di DNA
a doppio filamento con le estremita che permetteviinclonaggio direzionale
dell'inserto all'interno del multiple cloning sit¢1CS) del vettore pHIS2.

Il vettore pHIS2 (Figura 8) veniva quindi tagliaton gli enzimi di restrizione
EcoRIl e Sacl per il clonaggio direzionale dell'oligonucleotidéa reazione di
restrizione veniva condotta miscelando 17 pg dig#R0 U dell’enzim&ac| 20 U
dell’enzimaEcoR| 5 pL di 10x KGB Buffer [potassium acetatel M;sFacetate
0.25 M (pH 7,6); magnesium acetate 0.1 M; 2-mea=tpano 15 mM; BSA 0.1 mg
mL*] e HO fino ad un volume finale di 50 pL. La miscela réstrizione era
mantenuta a 37 °C per 2 ore; seguiva linattivagiolermica degli enzimi
aggiungendo alla reazione di digestione Na-EDTA & concentrazione finale 5
mM e incubando a 65 °C per 20 min.

La reazione di digestione era quindi visualizzatagsl di agarosio all'1,5%
(w/v) in tampone TBE 1x [Tris 89 mM, 803 89 mM, Na-EDTA 2 mM (pH 8,2)]
addizionato di bromuro di etidio (Oy& mL™), allo scopo di visualizzare i frammenti

di restrizione. | campioni impiegati per la corsdetteoforetica venivano
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preventivamente miscelati con 0,1 V simple bufferlOx [Ficoll 400 15% (wi/v),
Blu di bromofenolo 0,25% (w/v) in TBE 1x], allo qoo di facilitarne il carico e di
consentire la visualizzazione durante la corsa.sQuBma era condotta in tampone
TBE 1x, applicando una differenza di potenzialétet® di 5 mV cm'. | frammenti,
cosi separati, venivano visualizzati su transilheatdre UV.

Il frammento di interesse veniva purificato secoiigwotocolloDNA and gel
band purification kit(Amersham Biosciences). Si aggiungevano quindi 1@jL
capture buffer per ogni 10 mg di gel d’agarosiolgwato per la purificazione, si
miscelava vigorosamente e si incubava a 60 °C &i@ completa dissoluzione
dellagarosio. Seguiva il trasferimento della mlacesu una colonnaGFX e
un’incubazione di 1 min a temperatura ambiente.dayer centrifugato per 30 sec
alla massima velocita, si aggiungevano 500 uplwdsh buffere si centrifugava
nuovamente per 30 sec a velocita massima. | framindémrestrizione venivano
quindi eluiti lavando la colonna con 50 pL di® incubando per 1 min a
temperatura ambiente e centrifugando alla massetwziva per 1 min.

| prodotti di digestione cosi eluiti venivano iméi purificati e concentrati
utilizzando protocolli standard basati sulla ripaone di fase (fenolo-cloroformio) e
sulla precipitazione in alcoli. Al campione venaggiunta acqua, fino ad un volume
finale di 500 pL, e 50QiL di una miscela fenolo:cloroformio:isoamilalcol5(24:1;
viviv). Si centrifugava a 1300Pper 10 minuti, per favorire la separazione ded&.f
L’epifase (400uL circa) era quindi recuperata e veniva miscelaita ¢ mL di
etanolo assoluto e 40 pL di sodio acetato 3 M,cpesentire la precipitazione degli
acidi nucleici e la miscela veniva lasciata a -€0per 30 min. Si centrifugava quindi
a 13000g per 20 minuti, a 4 °C, e si eliminava il liquidarsatante. Si lavava il
pellet in 1 mL di etanolo al 70% (v/v) e si cenighva a 1300@. Il pellet ottenuto
veniva asciugato sottovuoto, fino alla completapevazione dell’etanolo residuo,
per poi essere risospeso in 20 pL di acqua.

La reazione di ligazione era condotta per 4 ore0a’@ in una miscela
costituita da 1 pL delloligonucleotide precedentere ottenuto, 0,025 pg del
vettore pHIS2 digerito, 1,2 pL di Tpation buffer10x, 1 U di T4 DNA ligasi e 4
uL di H,O distillata. La reazione di ligazione veniva parinhinata a 4 °C per 16 ore.

La reazione di trasformazione era condotta aggiuhgd 0 pL della reazione
di ligazione ad una aliquota di cellule Ei Coli chimicamente competenti, e veniva

mantenuta in ghiaccio per un periodo di 15 min.u8egquindi uno shock termico a
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42 °C per 1 min, al termine del quale le cellulaivano immediatamente riposte in
ghiaccio. Dopo aver aggiunto 1 mL di terreno liquldB, le cellule erano incubate a
37 °C per 1 ora mantenendole in agitazione. Lauleellenivano centrifugate per 5
min ad una velocita di 400§ e quindi risospese in 200 pL di terreno LB, enigfi
trasferite su piastre di LB agarizzato (100 pL pagsaddizionato di kanamicina (50
g mLY), che venivano incubate a 37 °C per 16 drevettore pHIS2 porta il gene
per la resistenza all’antibiotico kanamicina peiale uniche cellule in grado di
crescere su terreno addizionato di tale antibicgiramo quelle contenenti il vettore.

Le colonie positive erano prelevate ed impiegater peroculare
contemporaneamente terreni LB agarizzati e liqumbsti ad incubare per un
ulteriore periodo di 12-18 ore a 37 °C. Ultimatafdse di crescita esponenziale le
colture liquide venivano utilizzate per l'estrazéordel plasmide ricombinante.
L’isolamento del DNA plasmidico dalle cellule traghate veniva condotto secondo
il protocollo NucleoSpin PlasmidQIAGEN). Dalle subcolture in liquido erano
prelevati 2 mL che successivamente venivano cegtif a 6000y per 3 min per
permettere la precipitazione delle cellule battezid pellet erano quindi risospesi in
250 pL di soluzione di risospensione e addiziooati 250 pL di tampone di lisi; le
cellule erano mantenute a temperatura ambientaipéempo massimo di 5 min.
Venivano quindi aggiunti 350 pL di una soluzioneddante la lisi e, dopo aver
miscelato, si centrifugava alla massima velocita @ min. Il surnatante veniva
caricato su una colonrducleoSpin Plasmié centrifugato alla massima velocita per
1 min. | plasmidi erano infine eluiti lavando lal@ona con 50 pL di kO e
centrifugando alla massima velocita per 1 min.

| plasmidi isolati erano quindi digeriti con I'emza Smal per il quale e
presente un sito unico di restrizione all'interred MCS del vettore pHISZ2; tale sito
di restrizione non € piu presente, pero, nel casoui I'oligonucleotide portante
I'elemento SURE si sia inserito nel vettore. Lezieai di restrizione erano condotte
a 30 °C per 120 min in miscele contenenti 2 puL NifDplasmidico, 2 U dell’enzima
Smal,2 pL di buffer 10x e KO fino ad un volume finale di 20 pL. | frammenti di
restrizione erano, quindi, separati mediante eliettesi su gel di agarosio e
visualizzati su transilluminatore UV. | cloni chemvenivano tagliati dall’enzima

Smalerano quindi sottoposti a sequenziamento perivanfe la bonta.
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Preparazione della libreria AD da piante di Arabjkis allevate in solfocarenza

La costruzione della library di cDNA avveniva w#ando il protocollo
SMART™ (Switching Mechanism at 5' end of RNA Transcrigghnology (Zhtet
al. 2001) che permette, attraverso I'inserimento dcéjohe ancore alle estremita 3’
e 5 dellRNA stampo, la trascrizione e la compleaplificazione dellRNA
messaggero.

Veniva preparata quindi una miscela contenente 8ilRNA, 1 pL di CDS
[l Primer (oligo (dT) che appaia con la coda polgA3’ del’RNA stampo) e 1 pL
di H,O DEPC; tale miscela era incubata a 72 °C per 2 alifine di distendere
I'RNA, e tenuta poi in ghiaccio per almeno 1 minu® aggiungeva quindi 2 pL di
5x First-Stranduffer [250 mM Tris (pH 8,3); 30 mM MgCI2; 375 mM KCI], il di
DTT 20 mM, 1 pL di dNTP Mix 10 mM e 1 pL di MMLV (Mloney Murine
Leukemia Virus) Reverse Transcriptase e s’inculzaé? °C per 10 min. In seguito
si aggiungeva alla miscela 1 pL di SMART YIOligonucleotide che veniva inserito
all'estremita 3’ della molecola di sintesi per lecsessive reazioni di amplificazioni.
La reazione di retrotrascrizione, che avveniva ad temperatura di 42 °C per 60
min, era poi terminata portando il campione a 75p& 10 min, allo scopo di
denaturare I'enzima. La miscela era raffreddatanagperatura ambiente per 2 min e
centrifugata brevemente; si addizionavano infind @i RnasiH e si incubava a 37
°C per 20 min.

Le successive reazioni di amplificazione del cDNan® condotte tramite
reazioni di PCR su aliquote di 2 pL della precedeniscela. Si preparavano miscele
di reazione contenenti cDNA, 0,5 pL dei primersPZR primer e 3' PCR primer,
ciascuno in concentrazione 10 uM, 0,5 pL di dNTRs B0x, 0,5 puL diAdvantage 2
Polymerase Mix50x (contenente TITANIUM™ Taq DNA Polymerase, T8
Antibody e una quantita minore di polimerasi cotivah proofreading), 2,5 uL di
BD Advantage 2 PCR buffer 10x [Triacine-KOH 400 ngpH 8,7); KOAc 150 mM;
Mg(OAc), 35 mM; BSA 37,5 pug mL; Tween 20 0,05%; Nonidet-B406%], 2,5 puL
di GC-Melt Solution 10x e pD per un volume finale di reazione di 25 pL. A cias
campione si aggiungevano due gocce di olio mingpaleevitarne I'evaporazione
durante i cicli di PCR. Le sequenze delle coppipraner utilizzate e i profili termici
della reazione di amplificazione sono riportatallegato 12.

La libreria di cDNA cosi ottenuta veniva quindi icata e purificata su

colonne CHROMA SPIN" TE-400. La colonnina utilizzata per la purificazio
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della library veniva equilibrata mediante centrdagne a vuoto a 759 per 5 min.
La library di cDNA veniva quindi caricata sulla oahina e centrifugata a 7%0per

5 min. Al campione purificato si miscelava acquatilata fino a raggiungere un
volume di 400 pL, 40 pL di sodio acetato 3 M e 1 dilLetanolo assoluto per
consentire la precipitazione degli acidi nuclegiicentrifugava quindi a 140@Pper

10 min, si eliminava il liquido surnatante, si ls@al pellet in 1 mL di etanolo al 75
% (v/iv) e si centrifugava a 1400 La frazione precipitata veniva asciugata
sottovuoto, fino alla completa evaporazione dedbelo residuo, e poi risospesa in
20 pL di HO.

Determinazione della concentrazione ottimale dbitore 3AT da utilizzare nelle
fasi discreening

L’inserimento del vettore reporter all'interno dmdppo di lievito Y187 puo
generare interazioni aspecifiche tra le proteirldieddto ed il vettore reporter stesso.
Il background di crescita dovuto all'alteraziondl’dspressioneHIS3 del vettore
pHIS2 veniva controllato attraverso I'aggiunta aamno di crescita, privo di istidina,
di 3-amino-1,2,4-triazole (3AT), un inibitore comp&o della proteina di lievito
His3 (Fields, 1993; Durfeet al, 1993). Al fine di determinare la concentrazione
ottimale di 3AT da utilizzare per azzerare il backgd di crescita durante I'analisi
one-hybrid, le cellule di lievito Y187 venivano $farmate col solo vettore reporter

portante I'elemento SURE.

Preparazione delle cellule di lievito chimicameotenpetenti

Un’aliquota del ceppo di lievito Y187 veniva impag per I'inoculo di
terreni agarizzati YPAD, posti ad incubare a 30 g€ alcuni giorni, fino alla
comparsa delle colonie. Una delle colonie era pegéeed utilizzata per inoculare 3
mL di terreno liquido YPAD, posto ad incubare intagione termostata per 8 ore. Si
trasferivano 5 pL di tale inoculo in 50 mL di terrdiquido YPAD, mantenuto in
agitazione termostatata a 30 °C per 16-20 ore.rkacita veniva condotta fino al
raggiungimento di un valore di densita ottica, masaia 600 nm, compresa fra 0,15 e
0,3. La subcultura veniva precipitata a 70@er 5 min. Una volta eliminato il liquido
surnatante, il pellet era risospeso in 100 mL diADP le cellule erano lasciate
crescere a 30 °C in agitazione fino al raggiungitmel un OQy, compresa fra 0,4 e

0,5. La coltura era centrifugata a 7Qper 5 min a temperatura ambiente e poi
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risospesa in 60 mL di 4 distillata. Le cellule venivano precipitate a 7@@er 5
min, a temperatura ambiente, risospese in 3 mloldizeone 1,1x di TE/LIAc [TE
buffer 10x; LiAc 1M 10x], centrifugate nuovamenterd5 sec alla velocita massima

e infine risospese in 600 pL di soluzione 1,1x HilTAc.

Trasformazione

Le reazioni di trasformazione erano condotte pem80 a 30 °C in una
miscela costituita da 500 ng di vettore reportetgrdge I'elemento SURE, 5 pL di
Herring Testes Carrier DNA (10 pg i) precedentemente denaturato a 100 °C per
5 min, 50 pL di cellule di lievito Y187 rese chirairoente competenti e 500 pL di
una soluzione contenente PEG/LiIAc [TE buffer 1008d.1M 10x; PEG 3350 50%].
Le miscele di reazione venivano agitate durantelibazione ad intervalli di 10 min.
Si aggiungevano 20 pL di DMSO e s’incubava la nissee42 °C per 15 min. Le
cellule erano precipitate centrifugando per 15akcvelocita massima e, eliminato
il surnatante, si risospendevano in 1 mL di YPDsRliquid Medium; s’incubavano
quindi in agitazione termostatata a 30 °C per 90.nA seguito di un’ultima
centrifugazione di 15 sec alla massima velocitazdiule venivano risospese in 1
mL di NaCl (0,9%). | trasformanti cosi ottenuti weamo diluiti di un fattore 10, 100
e 1000 e aliquote di queste preparazioni (100 pape infine trasferite su terreno
SD/-Trp per il controllo della trasformazione eteareno SD/-His/-Trp e SD/-His/-
Trp+ 3AT a differenti concentrazioni (da 10 a 60 mMber la scelta della
concentrazione ottimale di inibitore 3AT da utibze nell'analisi one-hybrid. Le

piastre erano quindi incubate a 30 °C per 4 giorni.

Co-trasformazione
Le reazioni di co-trasformazione erano condotteceledo alla library di

cDNA, 3 ug del vettore d’espressione pGADT7-Rec@®uyfa 8), 5 pg del vettore
reporter pHIS2 portante I'elemento SURE, 0,20 pdddiring Testes Carrier DNA
denaturato, 600 pL di cellule di lievito rese comepé secondo il protocollo
riportato precedentemente, 2,5 mL di soluzione EGR.IAc e incubando a 30 °C
per 45 min. La miscela veniva addizionata con 16@QUDMSO e mantenuta poi in
agitazione termostatata a 42 °C per 20 min. Sur@essnte le colture erano
precipitate a 70@ per 5 min e, eliminato il surnatante, risospes8 mL di terreno

YPD Plus Liquid Medium. Le cellule erano quindi pog un bagnetto termostatato
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a 30 °C e in agitazione (265 rpm) per 90 min, ¢rigate a 70@ per 5 min e infine
risospese in 6 mL di NaCl (0,9 %). Al fine di cde I'efficienza di trasformazione,
venivano piastrati 100 puL della miscela di trasfamone diluita di un fattore 10,
100 e 1000 su terreni agarizzati SD/-Leu, SD/—&rgD/-Leu/~Trp. Il resto della
miscela di trasformazione veniva piastrata in atquda 150 pL su terreno
agarizzato SD/-His/-Leu/-Trp + 3AT 40 mM. Le piastenivano quindi incubate a
30° per 4 giorni.

Parallelamente venivano eseguiti i controlli dell@azione di co-
trasformazione miscelando 500 ng del vettore pGAIRZAR53 (Figura 8d),
codificante per la proteina p53 di topo come praedi fusione con GAL4 AD, o a
500 ng di vettore p53HIS2 (Figura 8c), portantedgquenze imis riconosciute dalla
proteina p53, per il controllo positivo della reae di trasformazione, o a 500 ng del
vettore pHIS2 per il controllo negativo. In entramlxasi le miscele di reazione
erano addizionate di 0,05 pg di Herring Testes i@abNA denaturato, 50 pL di
cellule competenti di lievito e di 500 pL di solage di PEG/LIAc e poi incubate a
30 °C per 30 min, durante i quali venivano miseelat intervalli di 10 min. In
seguito all’'aggiunta di 20 puL di DMSO, si ponevarlescela ad incubare a 42 °C per
15 min e la si centrifugava poi per 15 sec allasimaa velocita. Le colture erano
quindi risospese in 1 mL di YPD Plus Liquid Mediumincubate in agitazione
termostatata per 90 min a 30 °C. Eliminato il stante a seguito di una
centrifugazione di 15 sec a velocita massima, lkelleeerano risospese in 1 mL di
NaCl (0,9 %). Un’aliquota (100 pL) delle diluiziorfi:10, 1:100 e 1:1000 dei
trasformanti cosi ottenuti era infine piastratatsueni SD/~Leu, SD/-Trp, SD/-
Leu/=Trp, per il controllo della reazione di codi@rmazione, e su terreno SD/-His/—
Leu/-~Trp + 3AT 10 mM per l'individuazione delle @razioni positive. Le piastre

erano quindi incubate a 30 °C per 4 giorni.

Analisi delle interazioni positive

Al fine di identificare i geni responsabili delletérazioni positive individuate
nell'analisi one-hybrid, le cellule di lievito craste sui terreni di selezione venivano
prelevate ed impiegate per inoculare contemporaeetmterreni SD/-Trp/-Leu
agarizzati e liquidi, posti poi ad incubare a 30 g€ un periodo di 12-18 ore; i
terreni liquidi erano mantenuti in agitazione. Atrhine dell'incubazione, le colture

liquide erano utilizzate per I'estrazione del plagnricombinante utilizzando il
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protocollo di estrazione QlAprep® Spin Miniprep Kiodificato per I'estrazione dei
plasmidi da lievito. Le cellule venivano centriftigea 5000g per 5 min e quindi
risospese in 250 pL di Buffer P1 contenente 0,Imhd di RNase A. Alla miscela si
aggiungevano poi 50 pL dieadsautoclavate, si agitava per 5 min, e si lasciavano
decantare. Il surnatante veniva poi prelevato ezamthto di 250 pL di buffer di lisi
P2 per esser incubato a temperatura ambiente man.55i aggiungevano quindi 350
uL di buffer di neutralizzazione N3 al lisato clmeseguito veniva centrifugato alla
massima velocita per 10 min e caricato su una oald@lAprep Spin per un’altra
centrifugazione alla massima velocita di 1 mirsuinatante veniva quindi eliminato,
la colonna lavata con 750 pL di buffer PE e la elscentrifugata nuovamente a
massima velocita per 1 min e poi per un ulterioiauto allo scopo di eliminare
eventuali residui del buffer di lavaggio. Il DNAgsmidico isolato veniva infine
eluito attraverso un secondo lavaggio della colooma 25 pL di HO distillata e
centrifugando per 1 min a velocita massima.

Seguiva la trasformazione di cellulekli Colirese chimicamente competenti
con i plasmidi cosi ottenuti secondo il protocoliportato precedentemente. |
trasformanti venivano impiegati per inoculare terréB liquidi addizionati di
ampicillina e le colture cellulari utilizzate péestrazione dei plasmidi, secondo |
protocolli Quiagen gia descritti.

| vettori cosi estratti erano sottoposti ad analisrestrizione con I'enzima
Hindlll (Allegato 13a), avente un sito unico di restrizicalBinterno del vettore
reporter pGADT7-Rec2, e infine a sequenziamentoséguenze ottenute venivano
inserite in banca dati per verificarne 'omologiancquelle note e analizzate con il

programma ClustalW (http://align.genome.jp/).

Clonaggio e caratterizzazione funzionale dei membrella famiglia
SlFa

Le reazioni di amplificazione del cDNA, necessaé@ il clonaggio dei tre
membri della famiglia S1Fal, erano condotte per PORaliquote di 1 pL della
miscela cosi ottenuta e diluita 1:40 con acqualldist A tale scopo si preparavano
miscele di reazione contenenti cDNA, la coppia minprs specifici per il gene da
amplificare, ciascuno in concentrazione 10 mM, d8I'2(5 mM, 0,75 U di Pfu DNA
polimerasi, il corrispondente buffer 10x [Tris-HEZ00 mM (pH 8,8); KCI 100 mM;
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(NH,4)>SOs 100 mM; MgSQ 20 mM; Tritorf X-100 1,0%; Nuclease free BSA 1 mg
mL™], e acqua per raggiungere un volume finale diiceszdi 25 pL. Le coppie di
primers utilizzate per I'amplificazione sono stathsegnate sulle sequenze
nucleotidiche dei tre membri della famiglia S1FaAt3G53370), Sl1lFa2
(AT2G37120) e Sl1lFa3 (At3G09735) disponibili in bancdati TAIR
(http://arabidopsis.info/). A ciascun campione ggiangevano due gocce di olio
minerale per evitarne I'evaporazione durante ii cicPCR. Le sequenze dei primers
utilizzati e il profilo termico di ciascuna reazmuli amplificazione sono riportati in
allegato 14. | prodotti di PCR venivano quindi \aBmzati mediante corsa
elettroforetica su gel. | frammenti d’interesse ivano eluiti e clonati secondo il
protocolloDNA and gel band purification kiAmersham Biosciences) e Zero Blfint
TOPGO® PCR Cloning Kit for Sequencing (Invitrogen), rifpeamente,
precedentemente descritti.

Le colonie positive erano prelevate ed impiegater p@oculare
contemporaneamente terreni LB agarizzati e ligadtlizionati di kanamicina, che
venivano posti ad incubare per un ulteriore perididb2-18 ore a 37 °C. Ultimata la
fase di crescita esponenziale le colture liquidawano utilizzate per I'estrazione dei
plasmidi ricombinanti (protocollo Quiagen). | veitoosi purificati erano tagliati con
I'enzima EcoR| allo scopo di verificare la lunghezza degli itiselonati, e quindi
sottoposti a sequenziamento per verificarne la doha miscela di reazione &

riportata in allegato 13b.

Valutazione dell’espressione genica dei membriad@liniglia S1Fa

La RT-PCR semi-quantitativa &€ una tecnica che aurasdi valutare il livello
di espressione di un gene attraverso l'amplificagicdel cDNA ottenuto dal
corrispondente mRNA. A tale proposito vengono cdtedaeazioni di amplificazione
del cDNA in condizioni non saturanti, dove la qui@nti amplificato prodotto risulta
proporzionale alla concentrazione di templato preseln questo modo é possibile
confrontare i livelli di trascritto di un gene iffférenti condizioni sperimentali.

| prodotti di amplificazione della PCR semi-quaatiita sono comparati con
quelli ottenuti dall’amplificazione di un gene aspeessione costitutiva, ovvero i cui
livelli di trascritto non vengono influenzati dallieverse condizioni in esame.

L'espressione dei geni appartenenti alla famiglidF& era pertanto
confrontata con quella dei geni S16; i retrotragaottenuti da piante diversamente
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trattate venivano amplificati in condizioni semiamitive a 35 cicli di PCR,
adottando le stesse coppie di primers utilizzate Ipestrategie di clonaggio. Si
procedeva alla taratura del sistema variando lentgaadi templato utilizzata per
amplificare i cDNA codificati dai geni S16, in tatte condizioni prese in esame, allo
scopo di ottenere bande quanto piu uniformi tra.ldre quantita di cDNA, cosi
individuate, venivano utilizzate durante le sucoesanalisi condotte sulle sequenze
dei geni S1Fal, S1Fa2 e S1Fa3, allo scopo di exig@eneventuali differenze di
espressione tra le proteine e tra le condiziorsgie esame.

Le reazioni di amplificazione erano condotte tr@mieazione di PCR su
aliquote di 1 pL di cDNA, ottenuto dalla reazione mtrotrascrizione e di
amplificazione precedentemente condotte sullRNAtragt® dalle radici di
Arabidopsisallevate in vitro su terreno completo e privo dlfato, e diluito 1:2560
con acqua distillata. La coppia di primers utilizzger 'amplificazione dei cDNA
codificati dai geni S16, le miscele di reazione iegrofilo termico di ciascuna
reazione di amplificazione sono riportati in allegd5. | prodotti di PCR venivano

quindi visualizzati mediante corsa elettroforescegel d’agarosio.

Propagazione della linea mutante SALK _006219.56.00

Allo scopo di ottenere progenie omozigote per Emsone del t-DNA, i semi
della linea SALK venivano posti in plateau Arabdsfeta Tech.) da 42 vasetti, su
terriccio imbibito con acqua. Il trattamento di nalizzazione avveniva ponendo il
plateau a 4 °C per 4 giorni. Al termine di taleipdo il materiale era trasferito in una
camera di crescita, mantenuta a 24 °C e con umpdatedo di 12 ore; la densita di
flusso fotonico a livello delle piante era pari @2umol m? sec¢'. Al’'emissione
dell'infiorescenza le piante venivano incappucciste modo tale da impedire
fenomeni di impollinazione incrociata e garantiteutofecondazione, e in ogni
vasetto veniva posizionato un dispositivo di rataxdei semi. A maturazione i semi

erano raccolti e catalogati a seconda della pidindaigine.

Conferma dell'inserzione e selezione dei mutanti oozigoti

Allo scopo di verificare i risultati relativi al pzionamento del t-DNA venivano
condotte reazioni di amplificazione dal DNA impiega 2 pl del medesimo
templato utilizzato nei protocolli TAIL-PCR. Le cpie di primer utilizzate erano
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composte da oligonucleotidi disegnati uno sullausaega del t-DNA e l'altro sulle
regioni fiancheggianti I'inserzione. Le sequenzeadiiprimer, le miscele di reazione
e i profili termici di reazione sono riportati illegato 16. | frammenti ottenuti dopo
corsa elettroforetica venivano eluiti, clonati imettore e sequenziati.

Per individuare i mutanti omozigoti per l'inserzen2 pl di DNA genomico
estratto dai singoli individui parentali mantenirti isolamento riproduttivo erano
impiegati in reazioni di amplificazione condotte ncde coppie di primer
N506219LP/N506219 e N506219LP/LB1.3 (allegato 16a)miscele e il profilo di
amplificazione utilizzati sono riportati negli ajjati 16b e 16c. | prodotti di
amplificazione venivano caricati su gel per la eostettroforetica, visualizzati su un
transilluminatore UV e fotografati. A seconda deimrero e della grandezza dei
frammenti ottenuti era possibile lidentificaziortk piante omozigoti wild-type,

omozigoti mutanti o eterozigoti.

Valutazione dell’'espressione genica dei geni atlG120 sultrl;l e
slfa3 in piante wild type e omozigoti per l'inserzione della linea

Salk_006219.56.00

La valutazione dell’espressione dei geni At1G12030ltrl;1 e S1Fa3 é stata
valutata attraverso analisi di RT-PCR semiquamtaatonfrontando il loro livello di
espressione con quello del gene R-tubulina.

La taratura del sistema veniva condotta variandogu@ntita di templato
utilizzata per amplificare i cDNA codificanti il ge -tubulina, in tutte le condizioni
prese in esame, allo scopo di ottenere bande gpantmiformi tra loro. Le quantita
di cDNA, cosi individuate, venivano utilizzate dora le successive analisi. Le
coppie di primers utilizzate per 'amplificazionenivano disegnate sulla base delle
sequenze nucleotidiche depositate in banca datigesr At1G12030 e Sultrl;2; per
il gene S1Fa3 veniva invece utilizzata la stesggpieodi primers utilizzata per il
clonaggio sopra descritto. Le coppie di primerBaztate sono riportate in allegato 14
e 17a. Le miscele di reazione erano preparate iaddizdo alla quantita di cDNA,
stabilita durante le prove di taratura, le coppipraners, ciascuna in concentrazione
10 mM, dNTPs 2,5 mM, 0,75 U di Pfu DNA polimerakgorrispondente buffer 10x
[Tris-HCI 200 mM (pH 8,8); KCI 100 mM; (NE.SO; 100 mM; MgSQ 20 mM,;
Triton® X-100 1,0%; Nuclease free BSA 1 mg HjLe acqua per raggiungere un
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volume finale di reazione di 25 pL. | profili di ghficazione sono riportati in
allegato 17b. | prodotti di PCR venivano quindi uaBzzati mediante corsa

elettroforetica su gel d’agarosio.

Analisi One-Hybrid utilizzando cometarget la regione promotrice di

1331 pb del gene At1G12030
Preparazione del vettore reporter pHIS2 portanterdgione intergenica del gene
At1G12030

Un’aliquota del clone dE. Coli conservato come glicerinato contenente |l
plasmide TOP® portante la regione intergenica a monte del g&rig512030 e
un’altra aliqguota del glicerinato portante il vedopHIS2 erano impiegate per
I'inoculo di terreni LB liquidi addizionati di kamaicina, posti ad incubare a 37 °C in
agitazione 12-18 ore. Ultimata la fase di creseisponenziale le colture liquide
venivano utilizzate per l'estrazione dei plasmidindotta secondo il protocollo
NucleoSpin Plasmi(QIAGEN), descritto in precedenza.

Allo scopo di costituire il secondo vettore reporteenivano tagliati con
I'enzima di restriziondecoRlsia il vettore pHIS2 sia la regione intergenicagine
At1G12030 Le reazioni di restrizione del vettore venivarmmaotte miscelando 20
ug di pHIS2, 18 U dEcoR| 5 pL del corrispondente buffer 10x, 5 uL di 108348
buffer ed HO fino a 50 pL. Parallelamente venivano digeriti 1§ del vettore
portante la regione intergenica del ge&i&G12030utilizzando 30 U di enzima. Le
reazioni di restrizione erano condotte a 37 °C deavre; seguiva linattivazione
termica dell’enzima, la purificazione e la concanione dei prodotti di digestione
secondo i protocolli standard basati sulla ripatie di fase (fenolo-cloroformio) e
sulla precipitazione in alcoli, precedentementecrttis

La reazione di ligazione era condotta per 3 ore2a’Q in una miscela
costituita da 0,072 pg del vettore pHIS2, 0,42 pladregione intergenica posta a
monte del gené&t1G12030 precedentemente incubato con il vettore a 65 &C5p
min al fine di permetterne la distensione, 1 plTdiligation buffer 10x, 1 U di T4
DNA ligasi e 2uL di H,O distillata. Al termine dell'incubazione, la ligasra
inattivata termicamente a 65 °C per 10 min.

Al fine di ridurre il numero di falsi positivi nall successiva reazione di

trasformazione, la miscela di ligazione precedeptdm preparata veniva utilizzata
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in una reazione di restrizione con I'enzifNatl, in grado di tagliare all'interno del
vettore TOP®. La reazione di restrizione era condotta a 37 °C Pepre
aggiungendo 1 U dell’enzimidotl, 2 pL del corrispondente buffer e acqua fino ad
un volume finale di reazione di 20 uL.

La reazione di trasformazione di cellule Hi Coli rese chimicamente
competenti era effettuata tramite shock termic@sédo i protocolli precedentemente
descritti. | trasformanti venivano piastrati suréei LB agarizzati addizionati di
kanamicina e incubati a 37 °C per 12-18 ore. A filh identificare i cloni positivi, le
colonie cresciute erano analizzate attraversowoaadi PCR su colonia. Il protocollo
di reazione e le sequenze dei primers utilizzatiosoportati in allegato 18. | cloni
individuati come positivi venivano impiegati perosulare contemporaneamente
terreni LB agarizzati e liquidi, che venivano paaliincubare per un periodo utile ad
ultimare la fase di crescita esponenziale dellg¢uo®lliquide, utilizzate poi per
I'estrazione dei plasmidi.

Seguiva l'analisi di restrizione dei plasmidi indivati come positivi
utilizzando gli enzimiEcoR| in grado di tagliare alle estremita dell'insectonato,
Smal avente un sito unico di restrizione sia all'im@rdel vettore pHIS2 sia
all'interno del vettore TOP® e Notl , enzima in grado di tagliare solo all'interno
del vettore TOP®. Le singole reazioni di restrizione erano condstteliquote di 2
puL di plasmide precedentemente estratto. Le misdeleazione sono riportate in
allegato 13b, 13c e 13d.

| frammenti di restrizione erano, quindi, sepanaéidiante elettroforesi su gel
di agarosio e visualizzati su transilluminatore U\Vcloni che venivano tagliati
dall’enzimaSmale daEcoR| producendo frammenti di restrizione delle dimensi

attese, ma non dall’enziniNotl, erano quindi individuati come positivi.

Determinazione della concentrazione ottimale dbitore 3AT da utilizzare nelle
fasi discreening

Al fine di individuare la concentrazione di inibieo 3AT in grado di
minimizzare il background di crescita durante ll&aone-hybrid, le cellule di
lievito Y187 venivano trasformate, secondo il poatto precedentemente descritto,
con il solo vettore reporter pHIS2 portante la oegi intergenica a monte del gene
At1G12030. | trasformanti ottenuti venivano tragfesu terreni SD/—His/-Leu/-Trp

addizionati di 3AT concentrato 50 e 100 mM. Le pm®rano quindi incubate a 30
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°C per 4 giorni.

Trasformazione

La library di cDNA e la trasformazione venivano dotte nelle medesime
condizioni descritte precedentemente. Le colonisitipe venivano prelevate con
un’ansa e stemperate in 200 pL ¢iCH 10 pL di ogni colonia venivano deposti su
terreni SD/-His/-Trp/-Leu addizionati di 3AT in cmentrazione di 100 e 150 mM.
Le piastre erano incubate a 30°C per 5 giorni eergase giornalmente. L’analisi
delle colonie che emergevano veniva condotta nalesiemo modo utilizzato nel

lavoro di screening sopra descritto.

Co-trasformazione

Il vettore pHIS2 portante la regione intergenical881 pb veniva utilizzato
per co-trasformare il ceppo di lievito Y187 unitartee al vettore reporter di
espressione pGADT-Rec2 portante il gene codificgoee la proteina S1Fa3,
ottenuto dalla precedente analisi one-hybrid. Laziane di co-trasformazione era
condotta per 30 min a 30 °C in una miscela costitda 0,5 pg di entrambi i vettori,
50 pg di Herring Testes Carrier DNA precedentemedeteaturato, 50 pL di cellule
di lievito Y187 chimicamente competenti e 500 plLsdiuzione di PEG/LIAc. La
miscela di reazione era miscelata, durante il peridincubazione, ad intervalli di
10 min. Addizionati 20 pL di DMSO, la miscela veaiwmantenuta in agitazione
termostatata a 42 °C per 15 min. In seguito leucelerano pellettate alla massima
velocita per 15 sec, il surnatante eliminato edkute risospese in 1 mL di terreno
YPD Plus Liquid Medium. Le cellule venivano incubat un bagnetto termostatato
a 30 °C e in agitazione (265 rpm) per 90 min, passpiali venivano centrifugate
per 15 sec alla velocita massima e risospese i HinlNaCl (0,9 %). Un’aliquota
(100 pL) dei trasformanti cosi ottenuti e diluitiwch fattore 10 e 100 venivano infine
piastrati su terreni agarizzati SD/-Leu/-Trp, SOh¥fH eu/-Trp e SD/-His/—Leu/-
Trp + 3-AT 50 mM. Le piastre venivano quindi inctda 30° per 4 giorni.

Preparazione dei vettori reporter pHIS2 portanframmenti della regione di 1331
pb promotrice del gene At1G12030

Allo scopo di individuare quale zona della regiahd 331 pb fosse coinvolta
nel legame con la proteina ERF15 sono stati casifurettori reporter. Le reazioni
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di amplificazione del plasmide TOPO portante laoeg erano condotte per PCR su
aliquote di 2 pL del vettore diluito 1:100 con aaqdistillata. A tale scopo si
preparavano miscele di reazione contenenti vettaregppia di primers specifici per
il frammento da amplificare, ciascuno in concentag 10 mM, dNTPs 2,5 mM,
0,75 U di Pfu DNA polimerasi, il corrispondente tauf10x [Tris-HCI 200 mM (pH
8,8); KCI 100 mM; (NH),SO; 100 mM; MgSQ 20 mM; Tritor X-100 1,0%;
Nuclease free BSA 1 mg rifl, e acqua per raggiungere un volume finale diicesez
di 25 pL. Le coppie di primers utilizzate per I'alifipazione sono state disegnate
sulle sequenze nucleotidiche della regione. A dasampione si aggiungevano due
gocce di olio minerale per evitarne I'evaporaziathgrante i cicli di PCR. Le
sequenze dei primers utilizzati e il profilo termidi ciascuna reazione di
amplificazione sono riportati in allegato 19a d prodotti di PCR venivano quindi
visualizzati mediante corsa elettroforetica su gdlammenti d’'interesse venivano
eluiti secondo il protocolloDNA and gel band purification kiAmersham
Biosciences). Parallelamente il vettore pHIS2 wvaniagliato con I'enzima di
restrizione Smal per il clonaggio. La reazione di restrizione venicondotta
miscelando 9 pg di pHIS2, 10 U dell’enzingmal 2 pL di 10x KGB Buffer
[potassium acetatel M; Tris-acetate 0.25 M (pH; htggnesium acetate 0.1 M; 2-
mercaptoethano 15 mM; BSA 0.1 mg ffiLe H,O fino a un volume finale di 20 pL.
La miscela di restrizione era mantenuta a 30 °C2pere; seguiva l'inattivazione
termica degli enzimi aggiungendo alla reazione idestione Na-EDTA per una
concentrazione finale 5 mM e incubando a 65 °C 2@rmin. Il prodotto di
digestione veniva eluito secondo il protocoDNA and gel band purification kit
(Amersham Biosciences), purificato e concentratb.cdmpione veniva aggiunta
acqua, fino ad un volume finale di 500 pL, e 5pQ di una miscela
fenolo:cloroformio:isoamilalcol (25:24:1; v/viv).i 8entrifugava a 1300Q per 10
minuti, per favorire la separazione delle fasi.difase (400uL circa) era quindi
recuperata e veniva miscelata con 1 mL di etansdolato e 40 pL di sodio acetato
3 M, per consentire la precipitazione degli acidcleici e la miscela veniva lasciata
a -20 °C per 30 min. Si centrifugava quindi a 13@00@er 20 minuti, a 4 °C, e si
eliminava il liquido surnatante. Si lavava il pelie 1 mL di etanolo al 70% (v/v) e si
centrifugava a 1300@. Il pellet ottenuto veniva asciugato sottovuotmofalla
completa evaporazione dell’etanolo residuo, per ggsere risospeso in 20 pL di

acqua.
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La ligazione era condotta per 8 h ore a 16 °C ia omscela costituita dal
vettore digerito e inserto in rapporto 1:3 o 1:20| di T4ligation buffer10x, 1 U di
T4 DNA ligasi e HO fino a un volume di 10 pL. La reazione di ligamoveniva poi
continuata a 4 °C per 16 ore. La reazione di ligaeiera terminata a 75°C per 10
min. Alla miscela di ligazione venivano aggiuntp2 di Buffer 10x (25 mM Tris-
Acetato, pH 7,5, 100 mM potassio acetato, 10 mMmeam acetato, 1 mM DTT), 1
U di Smal e HO fino ad un volume di 20 pL. La reazione di resbme era condotta
per 1h e 30 min a 37°C e terminata a 75°C per 10 mi

La reazione di trasformazione era condotta aggiehgd 0 pL della reazione
di ligazione ad una aliquota di cellule Ei Coli chimicamente competenti, e veniva
mantenuta in ghiaccio per un periodo di 15 min.u8egquindi uno shock termico a
42 °C per 1 min, al termine del quale le cellulaivano immediatamente riposte in
ghiaccio. Dopo aver aggiunto 1 mL di terreno liquldB, le cellule erano incubate a
37 °C per 1 ora mantenendole in agitazione. Laileellenivano centrifugate per 5
min ad una velocita di 400§ e quindi risospese in 200 pL di terreno LB, enigfi
trasferite su piastre di LB agarizzato (100 pL p&gsaddizionato di kanamicina (50
g mLY), che venivano incubate a 37 °C per 16 drevettore pHIS2 porta il gene
per la resistenza all'antibiotico kanamicina petdate uniche cellule in grado di
crescere su terreno addizionato di tale antibicgir@mo quelle contenenti il vettore.

Le colonie positive erano prelevate ed impiegater peoculare
contemporaneamente terreni LB agarizzati e liqumbsti ad incubare per un
ulteriore periodo di 12-18 ore a 37 °C. Ultimatafdse di crescita esponenziale le
colture liquide venivano utilizzate per I'estrazéomlel plasmide ricombinante. |

plasmidi ricombinanti erano isolati con il protocoNucleoSpin PlasmiQIAGEN).

Co-trasformazione

| vettori pHIS2 portanti i 7 frammenti della regmintergenica di 1331 pb
venivano utilizzati per co-trasformare il ceppoli@vito Y187 sia unitamente al
vettore reporter di espressione pGADT-Rec2 portante il gene cagliie per la
proteina ERF15, ottenuto dalla precedente anatistlo/brid, sia da soli. Le reazioni
di trasformazione erano condotte per 30 min a 3°@ha miscela costituita da 0,5
pHg di entrambi i vettori o del singolo vettoreporter, 50 pug di Herring Testes
Carrier DNA precedentemente denaturato, 50 pL diulee di lievito Y187
chimicamente competenti e 500 pL di soluzione diGREAc. Le miscele di
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reazione erano miscelate, durante il periodo dlazione, ad intervalli di 10 min.
Addizionati 20 pL di DMSO, le miscele venivano nmemite in agitazione
termostatata a 42 °C per 15 min. In seguito leucelerano precipitate alla massima
velocita per 15 sec, il surnatante eliminato edkute risospese in 1 mL di terreno
YPD Plus Liquid Medium. Le cellule venivano incubat un bagnetto termostatato
a 30 °C e in agitazione (265 rpm) per 90 min, passpiali venivano centrifugate
per 15 sec alla velocita massima e risospese i HinNaCl (0,9 %). Un’aliquota
(100 pL) dei trasformanti cosi ottenuti e diluitiwsh fattore 10 e 100 venivano infine
piastrate su un terreno agarizzato SD/-His/-Trp izoidati con 3AT in

concentrazione 3AT 150 mM. Le piastre venivano duimcubate a 30° per 4 giorni.
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RISULTATI E DISCUSSIONE



Effetto dell’esposizione a Cd sui livelli di trascitto delle diverse

varianti alleliche del geneBjST1;2.

Brassica junceaé una specie anfidiploide naturale che possiederiedi
cromosomici di entrambe le specie ancestrali chbalano generata a seguito di
incrocio interspecificoBrassica nigrae Brassica campestrisLa complessita del
genoma dB. juncea soprattutto in relazione alla presenza di gepiidati, potrebbe
aver consentito 'accumulo di mutazioni altrimegliminate dalla selezione naturale.
Questa caratteristica potrebbe riflettersi in uraggiore plasticita nelle risposte a
diversi stress tra cui quello derivante dall’espimsie a metalli pesanti (Wagner
2001).

Numerosi studi hanno dimostrato come un fenomenpodlploidizzazione
sia solitamente seguito da fenomeni di rimozionsilenziamento del materiale
genico ridondante. La perdita differenziale di ge@mbra essere responsabile della
deviazione nella co-linearita tra specie filogecetiente vicine. Lavori in mais
hanno evidenziato che circa la meta dei geni dapli stata persa in 11 milioni di
anni dopo che l'evento di poliploidizzazione avedato origine al progenitore
ancestrale (Adams e Wendel 2005). Analisi sui pzenti fenomeni di duplicazione
di Arabidopsishanno contribuito a spiegare i meccanismi attisaverquali i geni
vengono eliminati, silenziati o conservati. Da dukesori € emerso che alcune classi
di geni, come quelle coinvolte nella trascriziondr&sduzione del segnale, sono
preferenzialmente conservate mentre altre classmec quelle coinvolte nella
riparazione del DNA, sono perse. Inoltre questiotavhanno sottolineato come
entrambe le copie di un gene possano essere catesem® caso in cui uno dei due
alleli acquisisca una nuova funzione (Adams e WEeRA085; Moore e Purugganan
2005; Osborret al.2003). Questa ipotesi e stata confermata da alavori condotti
su cotone; amplificando 40 geni omologhi in piadieotone tetraploidi naturali o
sintetiche si sono, infatti, evidenziate numero#féer@nze di espressione in vari
organi. Le differenze erano riscontrate sia nedutssia nel momento di espressione
dell’'allele. Questo tipo di risultato suggerisceedhgeni abbiano raggiunto un’alta
specificita di espressione (Adamisal. 2003).

Il gene BjST1;2 codifica per un trasportatore del solfato ad alti@nita di
Brassica junceai livelli di trascritto di tale trasportatore aemtano sia in condizioni

di solfocarenza sia in presenza di cadmio (Cren@¥ 2€esi di dottorato). Vista la
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configurazione cromosomica Brassica juncea& possibile ipotizzare la presenza di
un massimo di quattro differenti alleli per questsportatore e possibili differenze
nelle loro risposte trascrizionali ai vari stim@mbientali. Si € quindi deciso di
ricercare comportamenti differenziali nella modigaz delle risposte trascrizionali
dei geni ortologhi aBjST1;2 presenti sui due set cromosomici della specie in
presenza di cadmio. L’analisi delle sequenze petethente ottenute durante le
procedure di clonaggio dBjST1;2 ha evidenziato la presenza di sequenze
nucleotidiche polimorfiche; i confronti tra le drge sequenze ottenute sono mostrati
nella figura 1 (Crema 2007, tesi di dottorato). |IBaequenze nucleotidiche parziali
sono state dedotte le corrispondenti sequenze amagidiche; il confronto delle
diverse sequenze mostrava un’identita amminoacigieasoché totale (Figura 2).
Queste osservazioni, insieme alle considerazidie saratteristiche di ploidia d.
juncea hanno suggerito che pBjST1;2fossero stati clonati tre diversi geni, allelici
el/o ortologhi, presenti sui due set cromosomidiadgbecie. Per convenzione i cloni
verranno successivamente indicati come aliekeec.

Eventuali comportamenti differenziali nell’attivitdi trascrizione degli alleli
di BjST1;2 presenti sui due set cromosomici della specie siab ricercati sia
utilizzando tecniche di RT-PCR semiquantitativa ogquate all’'uso di enzimi di
restrizione, sia determinando le frequenze di lmaz dei prodotti di amplificazione
dei retrotrascritti di ciascun ortologo.

| cDNA ottenuti da radici di piante allevate in soioni nutritive complete ed
esposte a Cd 10 uM per 48 h venivano amplificati in condiziamdn saturanti
utilizzando la stessa coppia di primer utilizzater @ clonaggio, che permetteva
I'amplificazione di tutti e tre gli alleli. Come &lenziato in precedenti lavori, i livelli
di trascritto diBjST1;2 aumentavano nella condizione di esposizione a wadm
rispetto al controllo (Figura 3a ). Le analisi segsive erano condotte per restrizione
su questi prodotti di amplificazione utilizzandceerzima Clal che, grazie alla
presenza di polimorfismi nelle sequenze nucledtigicei tre alleli, permette di
discriminarli. Il trattamento corClal, infatti, produceva frammenti di dimensione
diversa a seconda dell'allele: le reazioni di ie&ine restituivano due frammenti di
177 bp e 870 bp nel casoRjST1;2a due frammenti di 255 bp e di 792 bp nel caso
di BjST1;2h ed un unico frammento di 1047 bp nel casBj8iT1;2¢ che non veniva
tagliato. | risultati ottenuti mostravano un auneerdell’intensita delle bande

corrispondenti alla varianteBjST1;2a in seguito all’esposizione a cadmio.
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Diversamente, lintensita delle bande relative BiET1;2b e BjST1;2c
sembrava costante, suggerendo che l'incrementdivedli di trascritto di BjST1;2
fosse imputabile al solo allela (Figura 3b). Queste osservazioni sono state
confermate determinando le frequenze di ligaziagigodbdotti di amplificazione dei
retrotrascritti di ciascun ortologo, analizzando BER piu di cento colonie per ogni
condizione. In seguito a esposizione a cadmiodquenza di ligazione @jST1;2a
passava dal 4 % del controllo al 15 %, quell8j&T1;2bdal 25 % al 33 % e quella
di BjST1;2cdal 71 % al 52 % (Allegato 5).

| risultati nel loro insieme suggeriscono che limmento nei livelli di
trascritto diBjST1;2 e il conseguente aumento della capacita delieirddassumere
solfato dal mezzo di crescita osservato in preseinzadmio (Crema 2007, tesi di
dottorato), siano prevalentemente riconducibiluad modulazione pre-traduzionale
dell’'allelea di BjST1;2.

La differente risposta trascrizionale dei 3 alteltibloghi in presenza di
cadmio potrebbe essere imputabile a differenzeglisnza nella regione promotrice
dei tre geni; tali differenze di sequenza potrebbeoinvolgere diverse box di
regolazione ed essere quindi responsabili delléeréifiti risposte trascrizionali

evidenziate.

Identificazione della regione promotrice del gen®jST1;2

Allo scopo di indagare sui comportamenti differatizsopra descritti si
deciso di clonare i promotori dei tre alleli/ortglo del geneBjST1;2 utilizzando
protocolli di TAIL (Thermal Asymmetric Inter-Lace®CR (Allegato 6; Liuet al.
1995). Per 'amplificazione & stato utilizzato umnper degenerato che si appaia in
punti casuali del genoma e tre primers specificiilpgasportatore del solfato usati in
amplificazioni successive. La tecnica consente djuih ottenere nei diversi cicli
ampliconi di dimensioni ignote (in quanto strettameedipendenti dall’appaiamento
del primer degenerato con il templato) che tuttaligeriscono nelle loro lunghezze
per un numero di basi noto. Il templato utilizzgker I'amplificazione era il DNA
estratto da piante d. junceaallevate in soluzione nutritiva completa. | praddi
PCR di lunghezza attesa venivano clonati e imahtsequenziamento; tuttavia i
ferogrammi restituiti risultavano illeggibili dople prime 200 pb su entrambe le
estremita. Tale risultato ha portato alla formwagi di due differenti ipotesi: 1) la
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presenza di una popolazione di cloni; 2) la presetizsequenze complementari
ripetute e invertite alle estremita dei cloni. Imrambi i casi, infatti, il ferogramma
risulterebbe illeggibile a causa della sovrapposieidi segnali, dovuta alla presenza
di due differenti cloni nella miscela di sequenzémto, nel caso della prima ipotesi,
o allappaiamento del primer usato nel sequenziami@ndue diversi punti del clone,
nel caso della seconda ipotesi. La prima ipotesitada smentita da analisi di
restrizione condotte sui cloni: utilizzando diversedonucleasi di restrizione e
analizzando i prodotti ottenuti su gel di agarasom erano evidenziabili differenze
imputabili alla presenza di differenti tipi di cloia seconda ipotesi & stata invece
valutata suddividendo il clone in 3 frammenti, miadiante I'utilizzo di enzimi di
restrizione sia amplificando una regione del clatikzzando una coppia di primers
interni (Figura 4). | frammenti cosi ottenuti veano clonati e inviati al
sequenziamento permettendo la ricostruzione delneclqFigura 5). Dalla
ricostruzione si evidenziava che la sequenza pnoceotionata era quella dell’allele
BjST1;2c e si confermava lipotesi relativa alla presenzasedquenze ripetute
invertite alle sue estremita. All’estremita 5’ endatti presente una sequenza avente
una alta similarita con quella del geBgT1;2 priva pero del codone inizio e per
guesto presubilmente non tradotta. All'estremita eBa invece identificabile la
sequenza del gegST1;2cidentificata precedentemente (Figura 6).

L’analisi del promotore dBjST1;2¢ condottain silico, ha evidenziato la
presenza di 3 elementi SURE (Figura 5). Questo emnidentificato nel promotore
di AtSultrl;1 di Arabidopsis thalianaé una sequenza in grado di indurre
I'espressione di un gemeporterin esperimenti di minimal promoter in condiziomi d
solfocarenza (Maruyama-Nakashé@hal 2005). La presenza di questo elemento ha
suggerito l'ipotesi di concentrare i successivdstu questais acting elemerg in
particolare sulla ricerca dians acting elements grado di riconoscerlo, e quindi in
grado di modulare l'espressione del gene in coadizdi bassa disponibilita di
solfato e/o presenza di cadmio. Inoltre la comjii@siel genoma dBrassica juncea
avrebbe reso il clonaggio delle regioni promotdegli alleli BjST1;2ae BjST1;2b

difficile e laboriosa.
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Identificazione di trans-acting element in grado diinteragire con

'elemento SURE
Principio della tecnica one-hybrid

Per identificare trans acting elementi® grado di interagire con I'elemento
SURE si é scelto di utilizzare la tecnioae-hybridin Saccharomyces cerevisiae
L’approccio one-hybrid e basato sul fatto che molti attivatori trascrizb degli
eucarioti presentano domini di legame al DNA e dondi attivazione (AD)
fisicamente e funzionalmente separati. Tale carstitta consente in molti casi di
poter costruire proteine di fusione in grado dialeg una sequenza target e
contemporaneamente di attivare la trascrizionendjene reporter. Questo approccio
permette, sfruttando un sistema di espressioneletgr, di individuare, all'interno di
unalibrary di cDNA di fusione, putative DNAinding proteinin grado di interagire
con una sequenzargete, nel contempo, di trans-attivare la trascrizidnen gene
reporter. L'uso della sequenza SURE in qualitaleinentotarget dovrebbe quindi
permettere l'individuazione dei putativi fattori drascrizione coinvolti nella
regolazione delle risposte trascrizionali dellenpgaalla solfocarenza (Figura 7).
L’applicazione di questa tecnica prevede la cogtne di un vettore denominato
reporter e di unalibrary di espressione di fusione portante i cDNA esprdafia
pianta in un determinato momento, ad esempio irdieani di solfocarenza. Il
vettorereporter presenta diversi elementi fondamentali: i) un geperterin grado
di evidenziare possibili interazioni fra una prageieterologa e I'elementarget ii)
un promotore minimo in grado di mediare la trasoriez del genereporter in
particolari condizioni; iii) un elementdarget (porzioni della sequenza di un
promotore o singoli elementis-acting, in grado di funzionare in qualita di
“antenna” nella ricezione di proteine capaci dialkg.

La contemporanea presenza in una cellula di lialiitm vettoreeportere di
un vettore di espressione portante una chimerawtsida un cDNA codificante per
una proteina capace di interagire cotaigete un attivatore trascrizionale di lievito,
dovrebbe condurre alla trans-attivazione del geperter, che evidenziera in questo
modo la presenza di una putativa DRifvding proteinnell’ospite.

In questo lavoro sono stati costruiti e utilizzie differenti vettorreporter portanti
due diverse regioniarget i) I'elemento SURE; ii) una porzione di 1331 pbld
putativo promotore del gene At1G12030 Atiabidopsis thaliana codificante una

58



proteina a funzione sconosciuta, precedentemeetsifidata (Lancilli 2008, tesi di
dottorato). Tale regione € in grado di promuovear&dscrizione di un gemeporter

in condizioni di solfocarenza e presenta al suerimd I'elemento SURE.

Applicazione della tecnica one-hybrid utilizzanadone target I'elemento SURE
La tecnicaone-hybridprevede tre distinte fasi:
)] realizzazione del vettoreporter portante I'elemento SURE conterget
i) costruzione delléibrary di fusione;
i) trasformazione del ceppo Y187 Slaccharomyces cerevisiaescreening
dei positivi.

i) Realizzazione del vettore reporter portante I'elateSURE.

In qualita di vettor@eportersi € utilizzato il vettore pHIS2; (Figura 8a). &alettore
presenta nella sua sequenza un promotore minimmA88) ed il genéH1S3 come
reporter. Questo gene appartiene alla via di biosintediistedina e consente trans-
activandosi di revertire l'auxotrofia per questo mmoacido del ceppo Y187
(MATa, ura3-52, his3-200,ade2-101, trp1-901, leu2-3,, A, gal8Q\, met—,
URA3::GAL1UAS-GAL1TATA-LacZMELZ; Harperet al. 1993), ripristinandone la
capacita di crescere su terreni selettivi privistidina. Per la costruzione del vettore
reporter pHIS2 portante I'elemento SURE sono stati sintetizdue oligonucleotidi
costituti da tre ripetizioni dell’elemento in ortamento senso e antisenso; la
reiterazione dell’elemento porta ad un aumentaadelbbabilita di interazione tra il
cis acting element un’eventuale DNAbinding protein (Gosch et al. 1993).
All’estremita dell'oligonucleotide senso sono stabltre inseriti due adattatori che
permettevano il clonaggio direzionale dell’oligotegtide, sfruttando i siti di taglio
riconosciuti dagli enzimi di restriziorfecoRle Sacl | due oligonucleotidi sono stati
fatti appaiare e clonati all'interno delultiple Cloning SitdMCS) del vettore pHIS2
preventivamente tagliato con le endonucleasi dirieésne EcoRI e Sacl per
permettere il clonaggio direzionale. La strategigiegata per la realizzazione del
vettore reporter e riportata schematicamente uré@®.

Per selezionare quali vettori avessero ligatodatiucleotide si € utilizzata la
miscela di ligazione per trasformare ceppi competénE. coli, che sono stati
successivamente piastrati su terreni selettiviaodati con kanamicina. La presenza

dell’antibiotico permetteva la selezione dei ceppitanti il vettore pHIS2 nelle sue
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forme circolare nativa e ricombinante. Per l'indivazione dei ceppi portanti il solo
vettore ricombinante si e proceduto all'isolamedt vettori ed alla loro analisi
elettroforetica dopo restrizione con I'endonucle@sial La presenza di un sito di
restrizione per questo enzima nel MCS del vettéttS@ circolare e non nel vettore
ricombinante, perché eliminato dalla presenza aajbnucleotide, permetteva di

discriminare le due forme del plasmide.

i) Costruzione della library di fusione

Per la realizzazione delldrary di fusione é stato utilizzato il cDNA ottenuto ldal
reazione di retrotrascrizione del’lRNA totale eftvada radici di piante di
Arabidopsis thalianallevate in condizioni di limitata disponibilitédléato (10 pM).
Tale condizione dovrebbe favorire la comparsa ‘atlmulo di trascritti coinvolti
nei processi di regolazione trascrizionale dei gswifo-responsivi, aumentando,
quindi, le probabilita di successo nella fassateening

L'RNA estratto dalle radici e stato retrotrascritiatilizzando un protocollo
(SMART™ technology) che permette linserimento alle estt@ndei cDNA
sintetizzati di adattatori in grado di mediare d¢eol ricombinazione omologa con |l
vettore di espressione pGADT7-Rec2 (Figura 8bpraotocollo di costituzione della
library e riportato in figura 10. Il vettore di espress€opGADT7-Rec2 é
caratterizzato dalla presenza del dominio di atitvae GAL4AD necessario per
I'attivazione del geneeporter, espresso in fusione con la proteina codificata da
cDNA. In questo vettore sono presenti anche i geanicatoriAmp, per la selezione
di E. coli, eLEUZ2, per la reversione dell’auxotrofia per la leuctie ceppo di lievito
Y187.

lii) Trasformazione del ceppo Y187 di Saccharomycesviseze e screening dei
positivi.
Il vettore reporter pHIS2 portante I'elemento SURE é stato preventesate

tprovato nel ceppo Y187 per la sua potenziale capal interagire con proteine
endogene del lievito che potrebbero portare alifesgone costitutiva del gene
reporter HIS3 e, quindi, alla riattivazione metabolica tepite, generando
numerosi falsi positivi nelle successive fasi stireening A tale scopo, i ceppi
trasformati con il vettore ricombinante sono gpédistrati su terreni privi di istidina e

selettivi per il vettore, privi cioe di triptofanmfatti il vettore pHIS2 codifica per il
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gene TRP1 ed € quindi in grado di revertire l'auxotrofia didvito per tale
amminoacido. | terreni erano inoltre addizionatn ativerse quantita di 3-amino-
1,2,4-triazole (3AT), un inibitore dell'attivita de proteina HIS3 del lievito. Nello
specifico, i ceppi trasformanti sono stati piastmatpresenza di concentrazioni di
3AT comprese fra 10 e 60 mM ed i loro comportamelticrescita sono stati
osservati per un periodo di 4 giorni. | risultattemuti hanno mostrato che i ceppi
trasformanti erano in grado di sostenere la crastitterreno selettivo privo di 3AT;
la presenza dell'inibitore nel terreno riducevavkdocita di crescita dei ceppi in
modo concentrazione dipendente, fino alla conceioing di 40 mM, al di sopra
della quale non era possibile osservare alcunanielsulla superficie del terreno
(Figura 11). Sulla base di queste informazioni gieeiso di condurre la successiva
fase discreeningutilizzando terreni selettivi contenenti una cartcazione di 3AT
pari a 40 mM. Tale concentrazione, infatti, cons@ntina minima e lenta crescita
aspecifica dei ceppi (colonie di dimensioni inferiad 1 mm dopo 4 giorni di
incubazione), senza determinare eccessive pressdbeitive che avrebbero potuto
portare all’affermarsi di ceppi revertenti per naitae.

La fase discreeninge stata condotta sui ceppi Y187 cotrasformati aoa
miscela contenente il vettoreporter e I'interalibrary di fusione. | trasformanti cosi
ottenuti erano piastrati su terreni selettivi pedue vettori e privi di istidina,
addizionati con 3AT 40 mM per poi essere analizpaii loro comportamenti di
crescita per un periodo di 4 giorni. Parallelametasformanti erano piastrati anche
su 2 terreni controllo privi di Leu o Leu e Trp eirgdi selettivi rispettivamente per il
solo vettore di espressione o per entrambi i vieti@le controllo € necessario per
valutare sia il titolo delldibrary sia I'efficienza di trasformazione. Anche in guest
caso la crescita era osservata per un periodogioréi. Al termine del periodo di
incubazione si passava alla conta delle colonietesueni controllo per calcolare
I'efficienza di trasformazione e il titolo deli@rary utilizzando la seguente formula:
[(numero colonie x fattore di diluizione)/volumeaptrato in mL]x volume di
risospensione dei trasformati. Da tale calcololtasa che il titolo delldibrary era
2,34x16 (il valore consigliato & maggiore di 1>¥)Pe I'efficienza di trasformazione
1,07x16, (il valore consigliato & maggiore di 3X)0permettendo di affermare la
buona riuscita tecnica dell’esperimento. Dalreeningdei trasformati sono state
ottenute 15 colonie ritenute positive sulla baskadero velocita di crescita e del

diametro da queste raggiunto al termine del perididosservazione. Tali colonie
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sSono state successivamente isolate, sub-coltusaterseni selettivi, per poi essere
analizzate per la presenza di vettori ricombin@n@AD7-Rec2. La selezione dei
vettori di interesse avveniva in cellule &. coli piastrate su terreni selettivi
contenenti ampicillina. | vettori cosi selezionsbino stati sequenziati allo scopo di
risalire all'identita dei cDNA responsabili delleahs-attivazione del geneporter
HIS3. | risultati ottenuti relativamente al sequanzento dei cloni ed all’analisi delle
loro sequenze sono riportati in figura 12. La maggiarte delle sequenze ottenute
codificava per proteine non identificabili cometdat di trascrizione e quindi non
direttamente associabili alla regolazione dell’espione genica in solfocarenza,
oppure per proteine a funzione sconosciuta. Tw@talvclone numero 7At3G0973%
presentava alcune caratteristiche interessantpptar essere eletto come putativo
elemento del sistema di regolazione trascriziondé& geni solfo-responsivi.
At3G09735 nfatti, codifica per un putativo fattore di tcazione, S1Fa3, a funzione
tuttora sconosciuta, appartenente ad una piccalsigha genica di fattori di
trascrizione (S1Fa). Questa famiglia si ritrovaaménte conservata sia nelle
monocotiledoni sia nelle dicotiledoni. Wrabidopsis thalianarisulta composta da
soli tre elementi, codificanti per proteine di @r¢0 amminoacidi, caratterizzate dalla
presenza di un dominio basico contenente un seghdéealizzazione nucleare ed

un putativo sito di legame al DNA (Figura 13).

La famiglia multigenica S1Fa

La struttura altamente conservata delle proteineadenenti alla famiglia
S1Fa diArabidopsis thalianaha condotto alla formulazione dell'ipotesi chétitu
membri del gruppo potessero essere coinvolti nedigolazione delle risposte
trascrizionali della pianta alla solfocarenza. Almopo di indagare su questa ipotesi
sono stati definiti i profili di espressione deingoli membri della famiglia
multigenica in radici di piante allevaie vitro in condizioni di diversa disponibilita
di solfato (1500 uM o 10 uM) per 15 giorni. L’arghldi espressione € stata condotta
per RT-PCR, impiegando come templato il cDNA ottendalla retrotrascrizione
del’RNA estratto dalle radici. Le coppie pgrimersutilizzate per questi esperimenti
sono state disegnate sulla base delle informaziosequenza disponibili in banca
dati (http://www.arabidopsis.org/). Le sequenzerdembri della famiglia S1Fa @.
thaliana sono riportate nelle figura 14a, b e c. L'identitdciascun prodotto di
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amplificazione e stata preventivamente verificataagerso il clonaggio ed il
successivo sequenziamento dei cDNA amplificatiisultati ottenuti mostravano
profili di espressione differenziale relativameritietrascritti dei tre membri della
famiglia (Figura 15). In particolare, i trascrili S1Fale S1Fa3tendevano ad
accumularsi in condizione di limitazioni da solfab0 micro), mentre quello di
S1Fa2 non risultava amplificabile nelle condizisperimentali adottate.

| particolari profili di espressione @ilFale S1Fa3 ed in particolar modo la
loro capacita di rispondere alle concentrazionsalfato nel mezzo di allevamento,
suggeriva che le proteine codificate da questi geEnessero essere coinvolte, in
qualita di fattori di trascrizione, nei processirégolazione delle risposte delle radici

alla solfocarenza.

Linee mutanti per il gene S1Fa3

Per ottenere maggiori informazioni sul ruolo defleoteina S1Fa3 nel
possibile controllo delle risposte trascriziondlaasolfocarenza e stata studiata la
linea mutante, per inserzione di T-DNA, SALK 0062800 (Scholkt al. 2000).

La collezione SALK é stata generata infettando teiadi Arabidopsis
thaliana, ecotipo Colombia, con un ceppoAlyrobacterium tumefacierisasformato
con il vettore pROK2 (Figura 16; Schell al.2000). La linea SALK 006219.56.00
e classificabile come popolazione segregante dtiemer autofecondazione di
individui eterozigoti per I'inserzione del T-DNA.IlAnterno della linea analizzata e
quindi, in linea teorica, possibile riscontrarepigesenza di individuwild-type ed
individui mutanti eterozigoti ed omozigoti per Kearzione. Allo scopo di individuare
gli omozigoti si &€ proceduto a testare i semi ptoger autofecondazione da distinti
individui della popolazione per le loro carattagke di resistenza alla kanamicina,
realizzando una selezione a favore del T-DNA, clomferisce un carattere
dominante di resistenza all’antibiotico. Con questetodologia € stata valutata la
segregazione della resistenza all’antibiotico nettagenie di 12 individui della linea,
classificando un caso come individuo omozigote migtger I'inserzione (100 % di
resistenza all’antibiotico), cinque casi come etioti (segregazione 3:1 KAN:
KAN®S), ed infine due casi come omozigotiild-type (100% di sensibilita
all’antibiotico).
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Allo scopo di confermare i risultati ottenuti da#ealisi di segregazione sono
state condotte ulteriori indagini per PCR sul DNAngmico estratto dai singoli
individui parentali che hanno fornito la progengstata su kanamicina. Sono state
utilizzate coppie di primer formate o da un primspecifico per la sequenza
flancheggiante I'inserzione e un primer specifieer @ T-DNA, o da due primer
specifici per le sequenze fiancheggianti I'insemeio | risultati ottenuti hanno
confermato quelli delle prove di segregazione suakacina, mostrando prodotti di
amplificazione di dimensioni attese in tutti i casalizzati.

La progenie degli individui omozigoti per l'inseonie del T-DNA veniva
seminata su terriccio e confrontata con quella ndiividui wild-type al fine di
evidenziarne possibili differenze fenotipiche (Fay7). L’analisi cosi condotta ha
evidenziato I'assenza di differenze fenotipiche rascopiche fra le linee mutanti e i

wild-type.

Risposte trascrizionali alla solfocarenza di piantanutanti nel gene
S1Fa3

Per valutare quale possa essere il contributo dmitdeina S1Fa3 nella
regolazione delle risposte della pianta alla selfenza sono stati condotti
esperimenti su piantgild-typee omozigoti per I'inserzione allevate per 15 gian
terreni agarizzati caratterizzati da buona (1500) ppMimitata (50 uM e 10 puM)
disponibilita di solfato. Sul cDNA ottenuto dallatrotrascrizione del’RNA estratto
dalle radici di queste piante si sono condotteisindil RT-PCR allo scopo di valutare
I profili di espressione dei geritSultrl;1 e At1G12030; entrambi questi geni
risultano, infatti, variare i lori livelli di trasttto in risposta alla solfocarenza e
presentano nelle loro regioni promotrici I'eleme@WRE (Lancilli 2008, tesi di
dottorato; Maruyama-Nakashitet al. 2005). Le coppie dprimers utilizzate per
'amplificazione sono state disegnate sulla baske daeformazioni di sequenza
disponibili in banca dati (http://www.arabidopsigi).

In particolare, il livello di trascritto dei due mgienelle piante wild-type e
mutanti aumentava progressivamente al diminuira delncentrazione di solfato nel
mezzo di allevamento (Figura 18). Tuttavia, le ostp del mutante alla limitazione

di solfato risultavano meno evidenti rispetto allguéel wild-type, suggerendo per la

64



proteina S1Fa3 un ruolo di modulatore positivo eleglsposte trascrizionali alle
variazioni dello stato di nutrizione solfatica @efliante.

Analisi della regione di 1331 pb

La seconda fase del lavoro si e concentrata saligindella sequenza
promotrice del genéAtlG12030 Tale sequenza di 1331 pb individuata in un
precedente lavoro e, come gia detto, in grado @dimpovere la trascrizione di un
genereporter in condizioni di solfocarenza e presenta al suernmo I'elemento
SURE (Figura 5 ;Lancilli 2008).

Il lavoro di analisi della sequenza ha comportatsla amplificazione per
PCR e la successiva realizzazione di un vetvoeehybrid reporteportante l'intera
sequenza in qualita di elemento target. Quest@neett stato impiegato sia per uno
studio one-hybrid classico, sia per valutare, in esperimenti di agfarmazione,
'eventuale interazione della proteina S1Fa3-GAL4Aditenuta dalloscreening

precedente) con il I'intero target.

1) Realizzazione del vettore reporter portantedaione di 1331 pb come target.

Per la costruzione del vettoreporter pHIS2 portante la regione di 1331 pb
in qualita di target, si € proceduto alla amplificene della sequenza ed al suo
successivo clonaggio all'interno del MCS del vedtali clonaggio TOPO PCR 4
Blunt, Invitrogen. Il vettore cosi ottenuto ed éttore pHIS2 sono stati tagliati con
I'enzima di restriziondecoRlottenendo una miscela composta dai due vettoaila d
regione di interesse. La miscela cosi ottenutaata digata generando una nuova
miscela di prodotti costituita dai due vettori raolarizzati, dai due vettori contenenti
I'inserto e delle possibili chimere formate daiteet e I'inserto. La miscela é stata
quindi tagliata con I'enzima di restriziongotl, allo scopo di linearizzare tutti i
costrutti portanti il vettore TOPO PCR 4 Blunt, inggen, ed impiegata per la
trasformazione di cellule competentiHi coli. | trasformati cosi ottenuti sono stati
selezionati tramite PCR su colonia, utilizzando goppia di primers disegnata sul
MCS del vettore pHIS2 e ricercando quei cloni céstituivano un amplificato di
1400 pb costituito dalla somma della lunghezzaadelgione di interesse e delle basi

amplificate sul MCS (Figura 19).
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i) Costruzione della library di fusione.

Il vettore reporter pHIS2 portante la regione di 1331 pb é stato, ariche
qguesto caso, preventivamente testato nel ceppo Fé&8la sua potenziale capacita di
interagire con proteine endogene del lievito. & &dopo si &€ provveduto a piastrare i
lieviti trasformanti su terreni privi di istidinagglettivi per il vettore e addizionati con
diverse quantita di 3AT. In questo caso la coneaine in grado di ridurre al
minimo la crescita dovuta ad interazioni tra ilteet reporter e le proteine endogene
del lievito risultava essere 50 mM.

Per la realizzazione dellgbrary di fusione anche in questo caso é stato
utilizzato il cDNA ottenuto dalla reazione di ranascrizione del’lRNA totale
estratto da radici di piante dirabidopsis thalianallevate in condizioni di limitata
disponibilita di solfato per 15 giorni. || metoddilizzato per la costruzione della

library & stato il medesimo utilizzato in precedenza (FdiD).

iii) Trasformazione del ceppo Y187 di Saccharomycesvisexe e screening dei
positivi.
La fase discreeningé stata condotta, come nel precedente caso, ppbce

Y187 cotrasformato con una miscela contenentetibkereporter e I'interalibrary

di fusione. | trasformanti cosi ottenuti sono spadistrati su terreni selettivi per i due
vettori e privi di istidina, addizionati con 3AT 50M, per poi essere analizzati nei
loro comportamenti di crescita per un periodo digrni. L'efficienza di
trasformazione e il titolo delldibrary risultavano rispettivamente 4,29X1@
1,87x16.

Dopo 4 giorni di osservazione sono state individuQ0 colonie positive. I
gran numero di colonie ottenute era da attribuite hinghezza della regione
utilizzata comdarget e quindi alla maggior probabilita di ottenere tidsi positivi.
Allo scopo di aumentare la pressione selettiva,imilendo cosi il numero dei falsi
positivi, tutti i cloni positivi sono stati sub-dufati su terreni selettivi addizionati
con concentrazioni di 3AT pari a 100 e 150 mM. kescita dei cloni era analizzata
per un periodo complessivo di quattro giorni, pemtb ogni giorno nota di quali
cloni emergessero (Figura 20). Questa analisieha@sso di individuare 10 colonie
positive che, successivamente, sono state isolatd-&olturate su terreni selettivi,
per poi essere analizzate per la presenza di veitombinanti pGAD7-Rec2. La

selezione dei vettori di interesse avveniva inutelldi E. coli piastrate su terreni
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selettivi contenenti ampicillina. | vettori cosilegonati sono stati sequenziati allo
scopo di risalire all'identita dei cDNA responsaltiklla trans-attivazione del gene
reporter HIS3 | risultati ottenuti relativamente al sequenziatoedei cloni ed
all'analisi delle loro sequenze sono riportati igufa 21. Anche in questo caso la
maggior parte delle sequenze ottenute codificavg@meine non identificabili come
fattori di trascrizione e, quindi, non direttamen&ssociabili alla regolazione
dell’'espressione genica in solfocarenza, o perepreta funzione sconosciuta, ad
eccezione del clone 3A(2G31230) Tale clone presentava alcune caratteristiche
interessanti per poter essere eletto come putateraento del sistema di regolazione
trascrizionale dei geni solfo-responsivit2G31230 infatti, codifica per il putativo
fattore di trascrizione ERF15 (figura 22), appaetge alla famiglia ERF (Ethylene
Responsive Factor) che ilsrabidopsis thalianae costituita da 122 elementi. La
famiglia ERF e caratterizzata dalla presenza delidio AP2/ERF formato da 60-70
amminoacidi e coinvolto nel legame al DNA. | memhppartenenti a questa
famiglia sono coinvolti in numerosi processi biatdgcorrelati alla crescita, allo
sviluppo e alle risposte ambientali (Nakaeb al. 2006). Il putativo fattore di

trascrizione ERF15 appartiene al gruppo IX.

Cotrasformazione del ceppo Y187

Per valutare se la proteina S1Fa3 fosse in graduetagire con la regione di
1331 bp sono stati condotti due esperimenti pdralile primo ha previsto la
trasformazione del ceppo di lievito Y187 con il solettorereporter, mentre il
secondo ha comportato la trasformazione dello ctegppo sia con il vettore
reporter sia con il vettore di espressione pGADT7-Rec?2 focathite per la proteina
S1Fa3. | trasformati sono stati selezionati sweterprivi di istidina e selettivi per i
due vettori, addizionati con 3AT in concentraziah&0 mM. Anche in questo caso
e stata valutata [lefficienza di trasformazione lizgando I'equazione
precedentemente descritta; l'efficienza risultavaseee di 5,30x10 per la
trasformazione con il solo vettoreporter, e di 4,25*16° per il doppio trasformato.

| risultati ottenuti, dopo quattro giorni di cresgi mostravano che la
concentrazione di 3AT adottata non consentivadaaita del ceppo Y187 portante il
solo vettorereporter (Figura 23a); vice versa la presenza di entrambetiori

all'interno dell'ospite ripristinava la capacita duesto di crescere in assenza di
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istidina, mostrando quindi una interazione fra tat@ina S1Fa3 e la regionarget
(Figura 23Db).

Individuazione della regione candidata al possibilelegame con
ERF15

Vista I'ampiezza della regione utilizzata come &r(l331 pb) si & deciso di
condurre degli esperimenti per meglio caratterezprale parte della sequenza fosse
effettivamente coinvolta nel legame con la protdaiF15. A tale scopo la regione
di 1331 pb e stata suddivisa in 7 frammenti di air825 pb ciascuno; la
rappresentazione schematica della suddivisioneimrhienti e riportata in figura 24 .
Ogni frammento é stato amplificato tramite PCRiz#dndo le coppie di primers
disegnate sulla sequenza nucleotidica e clonatmtaitho del MCS del vettore
pHIS2 preventivamente linearizzato con I'enzimaeditrizioneSmal Come nei casi
precedenti la selezione dei vettori ricombinansit&ta condotta trasformando ceppi
competenti diE. coli. | trasformati sono stati selezionati su terreeietivi
addizionati di kanamicina e la selezione dei vettmombinanti & stata condotta
mediante analisi di restrizione utilizzando I'enaiBmal

| 7 vettorireporter cosi ottenuti sono stati utilizzati per trasformérceppo
di lievito Y187. Per ognuno dei 7 vettori venivaoondotte due trasformazioni: la
prima utilizzando il solo vettoreeporter, la seconda utilizzando oltre al vettore
reporter anche il vettore di espressione pGADT7-Rec2 coalifie per la proteina
ERF15 ottenuto durante la fasesdreening | trasformati erano piastrati su terreni
selettivi addizionati di 3AT 150 mM e la loro créacera osservata per un periodo di
4 giorni, confrontando la capacita e la velocitzmiscita dei singoli trasformati con
quella dei doppi trasformati. | risultati evideazano che solo i vettoreporter
portanti i frammenti 2, 3, 6 e 7 erano in gradoeréive I'auxotrofia del lievito per
listidina (Figura 25). Tale analisi ha portato’ialilividuazione di due regioni: la
prima comune ai frammenti 3 e 7, mentre la secawhune ai frammenti 2 e 6
(Figura 26). Analisiin silico hanno inoltre evidenziato la presenza in queste due
regioni delle box TGACC e TGACA riconosciute dattbre di trascrizione ERF3,
un altro membro della famiglia ERF. Tale risultasupporta l'ipotesi del
coinvolgimento di queste due zone nell'interazioae la proteina ERF15.
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CONCLUSIONI



Nel loro insieme i risultati del presente lavormha permesso di:

1) evidenziare un differente comportamento nei livéilirascrizione dei tre alleli
identificati del trasportatore del solfato BjST1n2oresenza di cadmio;

2) stabilire un coinvolgimento dei membri della fanagB1Fa nella regolazione
delle risposte trascrizionali delle piante in camii di solfocarenza. In
particolare il fattore di trascrizione S1Fa3 pobebagire come modulatore
positivo della trascrizione di geni solforesponsivi

3) individuare la proteina ERF15 come possibile fattati controllo della

trascrizione di geni solforesponsivi.
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FIGURE



Figura 1. Confronto fra le sequenza nucleotidiche dei treliadli BjST1;2
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TACGTACG TAGCTATGT CTGGRAGAGCTCATCCTG - ---- - - - ATGTA

AATCCT GTGACGGAT GGT GGAGATCTTCCGATCAAAT CGT CGCCT CACCG
AGT CCGGCAACGGACGGT GGAGATCTTCCGATCAAAT CGT CGCCT CACCG
AATCCGGT GACGGAT GGT GGAGATCTTCCTATCAAAT CGT CGCCT CACCG

ACATAAAGT TGGT GT CCCACCGAAGCAAAACATGT TCCATGATTTCATGT
GCATAAAGT TGGGAT CCCACCGAAGCAAAACATGT TCCATGACTTCATGT
GCATAAAGT TGGGGT CCCACCGAAGCAAAACATGT TCCATGATTTCATGT

ACACGI TCAAAGAAACGT TCTTCCATGATGATCCTCTCAGACACTTTAAG
ACACGI TCAAAGAAACTTTCTTCCATGATGATCCTCTCAGACATTTTAAG
ACACGT TCAAAGAAACCTTCTTTCATGATGATCCTCTCAGACATTTTAAG

GATCAGCCTAAGT CTAAGAAGT TCATGCTCGGT CTCCAATCTGIGI TCCC
GATCAGCCTAAGT CCAAGCAGT TCATGCTCGGTCTCCAATCTGIGITTCC
GATCAGCCTAAGT CCAAAAAGT TCATGCTCGGTCTTCAATCTGICTTCCC

GGTTTTCGATTGGGEGACGTAACTATAATCTCAAGAAGT TCCGTGGTGATC
GGTTTTCGACT GGGGACGTAGCTACAATCTCAAGAAGT TTCGTGGTGATC
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TCATTGCCGGT TTAACTATTGCCAGTCTTTGTATTCCTCAGGATATTGGA

TATGCTAAGCT TGCGAACCTGGATCCTAAATACGGT TTATATTCGAGT TT
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TGTACCTCCATTGGT GTATGCATGT ATGCGGAGT TCAAGGGATATAGCAA
TGI TCCACCGI TGGT GTATGCTTGT AT GCGGAGT TCTAGGGATATAGCAA

TTGGACCTGITGCTGTGGTATCTCTTCTGCTAGGTACTCTCCT TCGAGCT
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TCGGACCTGICGCTGTGGT TTCTCTTCTGCTAGGTACTCTCCT TCGAGCT
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GAGATCGATCCAAACACAAACCCT GATGAATACCTCCGACTTGCCTTCAC
GAGATTGAT CCAAGCACAAATCCTGATGAGTATCTCCGACTTGCCTTCAC
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GGTGGTGCAGCCATTACAATTGCTCT TCAGCAGCTCAAAGGGT TCCTAGG
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GATCAAGAAATTCACCAAGAAAACTGATATCATCGCTGI TTTAGATTCAG
GATCAAACAGT TCACCAAGAAGACCGATATCATTGCTGITTTAGATTCTG
GATCAAAAAGT TCACCAAGAAAACCGATATCATCGCTGITCTAGATTCAG

TCTTTAGCGCAGCTCATCATGGTTGGAATTGGCAGACTATACTCATTGGT
TCTTCAGCTCAGCTCGTCATGGT TGGAATTGGCAGACTATACTCATTGGT
TCTTTAGT GCAGCTCATCATGGCT GGAACT GGCAGACTATACT CATTGGT

GCATCCTTCTTGACATTCCTTCTCACATCTAAGT TCATTGGCAAAAAGAG
GCATCCTTCTTGACCTTCCTTCTAACT TCCAAGCT CATTGGGAAAAAGAA
GCATCCTTCTTGACCTTCCTTCTCACATCTAAGTTCATTGGCAAAAAGAG

CAAGAAACTGTI TCTGGAT TCCAGCTGI TGCGCCATTGATATCAGI TATCA
CAAGAAACTGTI TCTGGAT TCCAGCAGT GGCCCCATTGATATCAGI TATCA
CAAGAAACTGT TCTGGATTCCAGCGGT TGCACCACTGATATCAGI TATCA

TCTCCACATTCTTTGI CTACATAACCAGAGCT GACAAACAAGGAGT CCAA
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GAAGAGAAGGT GAAAGCAGCAAGCTTACCTAGGATCCAGI TTCTAATCAT
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CGAAATGT CACCTGT TACGGACAT CGATACAAGT GGTATCCACGCCCTAG

AAGACTTATACAAATCTCTCCAGAAGAGAGATATTCAGCTGATTCTTGCA
AAGATTTATACAAATCTCTCCAGAAAAGAGATATTCAGTTGGT TCTTGCG
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Bj ST1; 2a 2097 TTGCTTTCAAATTGITGTGACTTGTGTCTTTGGTCTCCTTTTTTTTTGIT 2146

Bj STL; 2D 1994 - - c s et 1994
Bj STL; 2C 2028 == === === s o e e iiaiaoooo- 2028
Bj ST1;2a 2147 ACAAGAGAGTGTAAAGTGTGACCTCTACATCCCACCTTAGCGTCTTTTTG 2196
Bj STL; 2D 1994 - - m s s m e e ooo- 1994
Bj STL; 2C 2028 == === = -mm o ee e eiiiaoooo- 2028
Bj ST1;2a 2197 TTCACTTAAAAAAAAA 2212
BjST1;2b 1994 --c-cccmcaoonn- 1994
Bj ST1;2C 2028 -=---==---=m-=- 2028

Gli allineamenti sono stati prodotti con il prognama ClustalW. Le regioni colorate di grigio
corrispondono ai punti di identita tra le sequenze.

75



Figura 2. Confronto fra le sequenze amminoacidiche dei tedi ali BjST1;2

Bj ST1; 2a 1 MSGRAHP- - - DVNPVTDGCDL Pl KSSPHRHKVGVPPKONVFHDEMYTEKE 47
Bj ST1; 2b 1 MASRAHPVDGDL SPATDGCDL Pl KSSPHRHKVG PPKONVFHDEMYTFKE 50
Bj ST1; 2c 1 MSGRAHP- - - DVNPVTDGCDL Pl KSSPHRHKVGVYPPKONVFHDEMYTEKE 47

Bj ST1; 2a 48 TFFHDDPLRHFKDQPKSKKFM.GLQSVFPVFDWGRNYNLKKFRGDLI AGL 97
Bj ST1; 2b 51 TFFHDDPLRHFKDQPKSKQFM.GL QSVFPVFDWGRSYNLKKFRGDLI AGL 100
Bj ST1; 2c 48 TFFHDDPLRHFKDOPKSKKFM.GL QSVFPVFDWERNYNLKKFRGDLI AGL 97

Bj ST1; 2a 98 TI ASLCI PQDI GYAKLANLDPKYGL YSSFVPPLVYACMGSSRDI Al GPVA 147
Bj ST1; 2b 101 TI ASLCI PQDI GYAKLANLDPKYGLYSSFVPPLVYACMSSSRDI Al GPVA 150
Bj ST1; 2c 98 TI ASLCI PQDI GYAKLANLDPKYGL YSSFVPPLVYACMGSSRDI Al GPVA 147

Bj ST1; 2a 148 VVSLLLGTLLRAEVDPNTNPDEYLRLAFTATFFAGVTEAALGFFRLGFLI 197
Bj ST1; 2b 151 VVSLLLGTLLRAEI DPNTNPDEYLRLAFTATFFAGVTEAALGFFRLGFLI 200
Bj ST1; 2c 148 VVSLLLGTLLRAEI DPSTNPDEYLRLAFTATFFAGVTEAALGFFRLGFLI 197

Bj ST1; 2a 198 DFLSHAAWGFMGGAAI TI ALQQALKGFLG KKFTKKTDI | AVLDSVFSAA 247
Bj ST1; 2b 201 DFLSHAAVWGFMGGAAI TI ALQQLKGFLG KQFTKKTDI | AVLDSVFSSA 250
Bj ST1; 2c 198 DFLSHAAWGFMGGAAI TI ALQQALKGFLG KKFTKKTDI | AVLDSVFSAA 247

Bj ST1; 2a 248 HHGANWOTI LI GASFLTFLLTSKFI GKKSKKLFW PAVAPLI SVI | STFF 297
Bj ST1; 2b 251 RHGANWOTI LI GASFLTFLLTSKLI GKKNKKLFW PAVAPLI SVI | STFF 300
Bj ST1; 2c 248 HHGANWOTI LI GASFLTFLLTSKFI GKKSKKLFW PAVAPLI SVI | STFF 297

Bj ST1; 2a 298 VYl TRADKQGVQ VKHLDKG NPSSFHQ YFSGHYLAKG Rl GWAGWA 347
Bj ST1; 2b 301 VYI TRADKQGVQ VKHLDKG NPSSFDQ YFSGDNLAKG RI GWAGWA 350
Bj ST1; 2c 298 VYl TRADKQGVQ VKHLDKG NPSSFNQ YFSGHYLAKG RI GWAGWA 347

Bj ST1; 2a 348 LTEAVAI GRTFAAMKDYQ DGNKEMVAL GVMNVVGSMSSCYVATGSFSRS 397
Bj ST1; 2b 351 LTEAVAI GRTFAAMKDYQ DGNKEMVAL GVM\VVGSMSSCYVATGSFSRS 400
Bj ST1; 2c 348 LTEAVAI GRTFAAMKDYQ DGNKEMVAL GVMNVVGSMSSCYVATGSFSRS 397

Bj ST1; 2a 398 AVNFMAGCOTAVSNI | MSI WLLTLLFLTPLEKYTPNAI LAAI I I NAVI P 447
Bj ST1; 2b 401 AVNFMAGCQTAVSNI | MBI WLLTLLFLTPLEKYTPNAI LAAI | | NAVVP 450
Bj ST1; 2c 398 AVNFMAGCOTAVSNI | MSI WLLTLLFLTPLEKYTPNAI LAAI | | NAVI P 447

Bj ST1; 2a 448 LI DI QAAI LI FKVDKLDFVACMGAFFGVI FASVEI GLLI AVS| SFAKI LL 497
Bj ST1; 2b 451 LI DI QAAI LI FKVDKLDFI ACMGAFFGVI FVSVEI GLLI AVSI SFAKI LL 500
Bj ST1; 2¢ 448 LI DI QAAI LI FKVDKLDFVACMGAFFGVI FVSVEI GLLI AVSI SFAKI LL 497

Bj ST1; 2a 498 QVIRPRTAVLGN PRTSVYRNI QQYPEATMVPGVLTI RVDSAI YESNSNY 547
Bj ST1;2b 501 QVTRPRTAVLGN PRTSVYRNI QQYPEATMVPGVLTI RVDSAI YESNSNY 550
Bj ST1; 2c 498 QVIRPRTAVLGN PRTSVYRNI QQYPEATMVPGVLTI RVDSAI YESNSNY 547

Bj ST1; 2a 548 VRERI QRW.LEEEEKVKAASLPRI QFLI | EMSPVTDI DTSG HALEDLYK 597
Bj ST1; 2b 551 VRERI QRW.LEEEEKVKAASLPRI QFLI | EMSPVTDI DTSG HALEDLYK 600
Bj ST1; 2c 548 VRERI QRW.LEEEEKVKAASLPRI QFLI | EMSPVTDI DTSG HALEDLYK 597

Bj ST1; 2a 598 SLQKRDI QLI LANPGPLVI GKLHLSHFADM-GYDHI FLTVADAVEACGPK 647
Bj ST1;2b 601 SLQKRDI QLVLANPCGPLVI GKLHLSHFADM.GQDKI FLTVA- - ---- - - - 641
Bj ST1; 2c 598 SLQKRDI QLI LANPGPLVI GKLHLSHFADM.GHDKI FLTVA- - --- - - - - 638

Gli allineamenti sono stati prodotti con il prognawa ClustalW. Le regioni colorate di grigio e dilipa
corrispondono ai punti di identita e positivita amaacidica tra le tre sequenze.
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Figura 3. Effetto dell'esposizione a Ctsui livelli di trascritto degli alleli di
BjST1;2

3a) Effetto dell’esposizione a Ctsui livelli di trascritto diBjST1;2

C Cd

BjST1;2 e —

B Tub — —

3b) Effetto dell’'esposizione a Ctsui livelli di trascritto dei tre alleli dBjST1;2

1047 bp

870 bp al
792bp —

2950D - —

177 bp ——»

| prodotti di amplificazione dei cDNA erano visuaati sotto luce UV dopo
separazione elettroforetica su gel di agarosio%al'th tampone TBE 1x
addizionato con etidio bromuro 0.5 pg L
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Figura 4. Rappresentazione schematica della suddivisiongammrhenti per la

ricostruzione del promotore del gelREST1;2

EcoRT Spel

Il clone é stato suddiviso in tre frammenti:
-In verde e in azzuro sono rappresentati i frammetienuti utilizzando gli enzimi di

restrizione EcoRI e Spel;
-In viola e rappresentato il frammento ottenuto afigaindo il clone con una coppia di

primers interna (frecce viola).
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Figura 5. Sequenza nucleotidica della regione promotricegdeeBjST1;2

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

2461 [T

2521
2581

AATTCTCCATTAATCATGT TCTAAGTAGT GTAATAGCACTAGTGTGTGGCTGGCCATGAA
CCAACATGGAGAGCCAATAGGT CGT AGCCACCAAAGCACAGCGTAGTICAATGACTAATGC
ACCGAGGGGT GT TCAAAAAAAAAAGACT AAT GCACCGAGGAAGAACCTAGCCAT GCCACA
GTCCAAGT TCAAGT TTAACT GBGGRCAGGGCCCACTATAT TCTTAAAAGT CAACTCTAGCC
CCCAAAGAGATCCCTGCTTTCTTTTGACCTTTTCGCTTTTCTCGATTTAGAGCCAGTGGEC
ATTGTCGTAACGACAACTTCGATTTAGCTGCTTCGGTGTTGTTTCTAGCTTTCATTTTCA
TAACTTATGTCATTATCACTTCATATGATTTTTTGT TTCCTGGAAAAAAAGAAGAATAGC
ATAATCACGATCTTTATCATTTCATATGATTTTTTGT TTCCAGAAAAGAAGAATATCATA
ATCATGATCTTTATCTTTTATAATTTATAAAGT TTATTTCAATTATAATATCTAAAACTA
CAAAAATCTTGATTAATTTTTCTGTTTATCCTCATTTAAATACGT TTTCTTATACTGCTA
CTCCCTCTGICCCACTTTAAGTGGTGTTTAAGGTTTTTGCACAAATATTAAGAAAATACA
AGTTTTTATGCATTAGTATTAAATTCAACTAATTCAACCAATAAAAAAAAGATGTAGTAT
TTTGTAACTGGTCAAAATTTTTAAATAACAATAAATTCTATCTAGATTTGTGAGAACATC
ACTTAAAATIGAGACAAAAT AAAAACCCTAAAACACCACT TAAAGT GGGACAGAGGGAGTA
ATTCTTTGCATTAATTTCAAGGAAT TTTCCACAGT TTCAAAGAATATATTTTCTCGGAAA
ATTGACCTATTTATTTCTGTATACTTTGGGT TTCGTATTGATATTTTAAGAGAAATTCAG
CGAACCTGGACAATATTCGRGT TTGCTGATTAAAACATATAAAGGGGAGGT TGTATGATC
TGICTOTCTCGTGAACTTTCTTCTAGT TTTTTTTTCTTTTTTTCGGCTAAAAAACTTTAA
TTTCGCATAAAGAAATAAATAAAAT CATGT GAAAGATCTTTGGAGGAAGAGGCTGAAAAA
ACGAGATCGAAATTCTTCTTCTTTTCCAGGTATGTGATGATTTTCACCTTCCAACTATCA
ACGGTTATGCATCTTCTTGTTACTTTACCCACTTATTATTTCATCATATATATAAATATA
TAGCTTTAGAATTTCCCAATTATAGAATACACGT GCGTATTTCTCCCAATCATATGCAGT
TTTTAAATGTTAAAGCTTAATCATAGT TTTGATCAGTTCCTTTTTCAGTAGTGATTTTGT
GTGATACCTGGATAATCATTAATATTATAATTGATTATATGCAGT CATGGAAAGCATTCA
TTATGACGATTAGAGCGT TTCTTTTTGATAAATATATCAATGAAAACTCAACTTCAATCA
TGCATACAGCATTCTTGTATGGATACAAAGTCAAACATGTGGTGITCAGTITGTTCACTTT
GGCAGT TTGGCTACAACTAGTAACAAACTTAAAATTATTATTAGAATATAATGCTACTGG
GGAAATACGAAGT TGATTTTGTATACCT TTCAGCT TCTCTGAAAGAAATTAACT AAAGGT
TTTAAGGTTTTGCATATAAGT TGGAAAACGCCAATTTGAAAATTATTTGTTGGTTGAAAG
AAAACTTATAAGAAGAGCAGACAAAGGGT TTAAATAATCCAGACACTCTATCACCTTGCG
GCTTGCACAAAAGACT TTTGTCCAGAAACTGACTTGATTCATTTTCAAGTAGTTATTATT
TAATACACGT GTATATAAAATTCCTTCAAATTATGATAAATAAAACT GTTACGAAATTGA
CATAACAGCTACTGAGGTACATAGT TTGAGT TTGGACAAGATGCCGAGT CCACATTAGAA
GCTTAGAACCACTAAACTATAACATATCTATGAGT TAATTAGGTTTGCTTGTATTTTTTA
GGTCATGTTTCTAATATTTGTTTTAGTTAGGT TTGTATTCCGAAATTTTAGGTCTTGTTT
CTAAAATTCTGTTCAAGCAACT AATCATAGAAAAT CCGGGTATCACATGTTAACTAATTA
TATTTTTCGAATAATGCGATAATTCCCGTAAAT TAT TCAGRGACAAGT GTAAAGTATTTG
CATCATAAACGTATTTATCTACATTTATTTCAAATTGTTTGCCT TTTACCACGT GGCAGT
TCTGGTCAACGATCTCTCCTTATGGCAAAACTCAACGAGATCATTGAATTGAGATTGTTT
GCAGTTTGCGCACAACAGT TGCCACAAAACCATTGACTTGAATTGITTTAACTTAATGTIC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

GATAGACACATAAAGAATTTGATATCATCTTAGACTTTTCATCTTTCGTCATGCACTTGG 2460

ITTAACTATCTAGATTCATTAATCTAAACGATGACACTCCCTTCTCATAATTAATTT
AAAAACAATCTCCTAAACTTTAATTTCACTATAAATAAGCT TCATCAATGT TGCTACAAA
TTCACACTAAGCCAAATATTCACTTTATTCACTTTTCCAGCTATCTAT 2628

In giallo é evidenziato I'element®UREsenso; in azzurro gli elemei8UREantisenso.

2520
2580
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Figura 6. Rappresentazione della ricostruzione del promatetgeneBjST1;2c

BjST1,;2 Sequenza BjST1;2c
Privo del promotrice
codone di inizio
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Figura 7. Principio base dell’analisi one-hybrid

Dominio
di
attivazione
GAL4

Trascrizione

—@@@- Promotore minima HIS3 ~

Il sistema one-hybrid si basa sul principio che tmattivatori trascrizionali degli eucarioti

presentano domini di legame al DNA e domini divattione (AD) fisicamente indipendenti. Tale
approccio prevede la costruzione di un vettore mepocostituito da una sequenza target (T),
ripetuta in triplo e posta a monte del gene repd#l&3, gene in grado di rimuovere I'auxotrofia
per listidina del ceppo di lievito Y187, utilizzatnell’analisi. Il vettore cosi costituito viene

impiegato per lo screening di una libreria AD dbteine di fusione, ottenuta ligando i cDNA della
library d’interesse, in un opportuno vettore diresgione. Le interazioni tra la DNA binding
protein della library e la sequenza target portatd dettore reporter sono manifestate

dall'attivazione trascrizionale del gene report¢88i
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Figura 8. Vettori utilizzati nella tecnicane-hybrid

8a) VettorereporterpHIS2

MCS

HIS3 = gene reporter; la sua espressione pernette |
reversione dell’auxotrofia del lievito per l'istith
Pmin = promotore minimo del gene reporter HIS3

TRP1 = gene che permette la reversione
dell'auxotrofia del lievito per il triptofano

Kan Kanf = gene codificante per la resistenza
all'antibiotico kanamicina
MCS = multiple cloning site; sito multiplo di
clonaggio

\\_/

8b) Vettore di espressione pGADT7-Rec2

I:)ADHl

GAL4 AD
Pr7
Ampf

TA SMART I

\ . cDs 1
GAL4 AD = gene codificante per il dominio di

LEU2 =
attivazione GAL4

SMART [II™ = sequenza per la ricombinazione
omologa
CDS lll = sequenza per la ricombinazione omologa

LEU2 = gene che permette la reversione dell’auiatro
del lievito per la leucina

Amp" = gene codificante per la resistenza all'antibmtic
ampicillina
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8c) Vettore di espressione controllo pGAD-Rec2-53

l:)ADHl

GAL4 AD

Amp' @Pﬁ

' P53 di topo

\\‘ GAL4 AD = gene codificante per il dominio di

attivazione GAL4

LEU2 = gene che permette la reversione dell’auiatro
del lievito per la leucina

Amp" = gene codificante per la resistenza all'antibmtic
ampicillina

Il vettore di controllo pGAD-Rec2-53 a differenzel dettore di espressione
pPpGADT7-Rec2, possiede il gene p53 codificante agqrbteina p53 di topo.

8d) Vettore di controllo p53HIS2

3xp53 DNA
target ~

3'UTR

TminHIS3

HIS3 = gene reporter; la sua espressione pernette |

Kar reversione dell’auxotrofia del lievito per l'istith
Pmin = promotore minimo del gene reporter HIS3
TRP1 = gene che permette la reversione
dell'auxotrofia del lievito per il triptofano
\\_, Kanf = gene codificante per la resistenza

all'antibiotico kanamicina
3x p53 DNA elements = sequenza target per la
proteina p53 di topo
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Figura 9. Strategia di clonaggio utilizzata per la costruei@el vettoregeporter

pHIS2 portante I'elemento SURE

9a) Oligonucleotide clonato nel MCS del vettore pHIS2

AATT CGAGACAGGAGACAGGAGACAAGCT
CCTCTGI CCTCTGTCCTCTGT

9b) MCSdel vettore pHIS2
EcoRI Smal Sacl

G|AATT CCC|GEGEGAGCT | CACGCGT TCCCGAATCGAT CCECGGT CTAGA
C TTAA| GGGl CCCC GI GCGCAAGCGCT TAGCTAGGCGCCAGATCA

L’oligonucleotide clonato all'interno del’MCS delettore pHIS2 & costituito da
tre ripetizioni in tandem dell’elemento SURBGAGACA) ed é stato fatto
sintetizzare nei due filamenti SENSO e ANTISENSG@Lti fpoi appaiare. I
clonaggio direzionale all'interno del vettore pHIS2 stato mediato
dallinserimento, alle estremita del filamento SEN$Odue adattatori contenenti
i siti di restrizione per gli enzinttcoRle Sacl All'interno del MCS del vettore e
contenuto un sito unico di restrizioBenal perso nel caso in cui I'oligonucleotide
si inserisca nel vettore.
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Figura 10. Costruzione della libreria di cDNA (SMARTY technology)

RNA

AAAAAAAAA

LD-PCR

AAAAAAAAA

s ™
>< Ricombinazione ><

omologa

pGADT7-Rec2

B | ] G —

pDNR-GADT-Rec l GAL4 AD l tADH1 LEU 2 pDNR-GADT-Rec

Paorn pT7

Papn1: Promotore, irS. cerevisiagdel gene ADH1,;

GAL4 AD: dominio di attivazione trascrizionale;

pT7: promotore per la trascrizionevitro;

tADH1: terminatore della trascrizione, $1 cerevisiagdel gene ADH1

Nella reazione di retrotrascrizione é stato utiltezi primer CDS Ill che appaia
con la coda polyA al 3’ del’lRNA stampo; I'oligonudede BD SMARTTM Il
s’inserisce sulla corta sequenza nucleotidica it@seatallenzima MMLV RT
all'estremita 5’ del templato. La molecola di cDNAsigolo filamento ottenuta
contiene la sequenza completa del’'mRNA e le seqammplementari per i
primers da utilizzare nelle successive reazioniatiplificazione previste nel
secondo step del protocollo. La libreria di cDNAeotita € costituita da molecole
di cDNA a doppio filamento, portanti alle estremgpecifiche ancore per il
clonaggio mediato da ricombinazione omologa akinb del vettore pGADT7-
Rec2. La ricombinazione omologa tra le sequenzeSBART Il e CDS Il del
ds cDNA e del vettore determinano la ricircolarizzamodel plasmide e
I'espressione della proteina di fusione GAL4 AD/cBN
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Figura 11. Determinazione della concentrazione ottimale di 3d€r utilizzare

per I'analisi one-hybrid con il vettore reporter|®2 portante I'elemento SURE

-3-AT 3-AT 10 mM 3-AT 20 mM 3-AT 30 mM
3-AT 40 mM 3-AT 50 mM 3-AT 60 mM

Osservazione della crescita su terreno SD/-His/+T8AT a differenti concentrazioni (da 10 a 60

mM) dei lieviti trasformati con il solo vettore regter pHIS2 portante I'elemento SURE.
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Figura 12. Risultati del sequenziamento dei vettori positiVaaalisi one-hybrid

utilizzando come target tre ripetizioni dell'elen@SURE

\V

Clone Gene Funzione

1 At5G18380 | proteina ribosomiale 40S

2 At5G14590 | Isocitrato deidrogenasi

3 At4G38250 | Proteina della famiglia dei trasportatori degli
amminoacidi

4 At1G48950 | Proteina di legame con gli ioni zinco

5 At4G38680 | Cold shock protein 2

6 At1G07310 | Proteina a funzione sconosciuta

7 At3G09735 | Proteina S1Fa3 appartenente alla famiglia dell
DNA-binding protein S1Fa

9 At2G33120 | Proteina della famiglia delle Sinaptobrevine

10 At1G15370 | Proteina contenente il dominio InterPro

11 AtlG77710 | Probabile precursore dell’'ubiquitina

12 At5G05440 | Proteina a funzione sconosciuta

13 At3G44670 | Proteina di risposta agli stress

14 At3G51250 | Proteina relazionata con la senescenza e la
deidratazione

15 At1G35580 | Proteina con attivita citosolica di invertasi

In rosso e evidenziato il risultato ritenuto maggiente interessante
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Figura 13. Rappresentazione schematica del grado di consenezdegli

elementi S1Fa tra monocotiledoni e dicotiledoni

S1Fa-S. oleracea
S1Fa3 -A. thaliana

S1Fa -Z. mays S1Fa2- A.thaliana

S1Fa2 O. sativa S1Fal -A. thaliana

S1Fal -O. sativ:

01T2J2 -M. truncatula
Q1T2I8 -M. truncatula

Q1T2J3 M. truncatula

I dendogramma é stato disegnato utilizzando il peogna ClustalWw.
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Figura 14. Sequenze nucleotidiche dei membri della famiglies51

14a)S1Fal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

SlFal

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

CTTATTAATCTCTGI GTCGAAAACAGATCCTCGTITTCCTTTCCTCCTCTC

TTCCTACCATTAGTACGT TACTGGAGCTGATCTCACGTATATTTTGGATC

GTI'AATCATGGACGGCGAAGATTTTGCCCGAAAGGCGECTGCTGAAGCCAA

GGGATTGAACCCGGGATTAATCGTGCTGCTTGT TGT TGGAGGTCCGCTTC

TTGIGI TCCTAATCGCCAACTACGTGCTTTACGTTTATGCTCAGAAGAAC

CTACCT CCAAGGAAGAAGAAGCCCGT TTCCAAAAAGAAGCT CAAGCGGGA

GAAGCTAAAGCAAGGAGT CCCT GT CCCTGGAGAATAAAAGCCAGCTTAAG

CTTCCTTCACTTGTGCCTCCTTCAAAGCGGT TTTTGI TCGGT TACCAAAT

TTCACCCTTGCGCGT TTTTTCTTCCTTTACTTCTGTCATGAGGATTATCT

TGAGTCCTGTATGATTTCACATGGAGAGTGTAGACTATTGTI TTTGGTCTG

ACTTGTTTTTCCTTCATACACACATTTGGT TGCTACTGTAGAGTCTCTCA

CATCATCTTTGCTACAAATTCTCATCTTCAATATCATTTAACTTATTTAC

TA 602

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600
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14b) S1Fa2

S1Fa2

S1Fa2

SlFa2

S1Fa2

S1Fa2

S1Fa2

S1Fa2

SlFa2

S1Fa2

SlFa2

S1Fa2

S1Fa2

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

ATAATTTATTTATTTTGTCCTAAGTATACATGICTTTTTTGICTTTTGIC 50

TGAATCTTTCTCGT CGGAAACACAGATCTCAGT TCCTTACAGAAGAATCT 100

CCGACTCGTTTCTTTGCCGGCATTCTCAGATTTCCGGATACTAGCCATCGA 150

GCAGT GATGGT TCCGCCGGAAAGGCGGT TGT TGAAGCCAAAGGATTGAAC 200

CCTGGATTGATAGTCCTCCTTGTI TATTGGAGGTCTCCTTGTGACATTTCT 250

CATAGCCAATTACGT TATGTACATGTATGCTCAGAAGAATCTACCTCCAA 300

GGAAGAAGAAGCCT CTTTCCAAAAAGAAGCT CAAGCGT GAGAAGCTGAAG 350

CAGGGAGT CCCTGT GCCCEECGAATAGATTCCAGCTTCTTCAACAGICTG 400

TGTTTTTAACCTGTAATCACAATGTCATTGAGACTTTTGTATGGGAGAGT 450

AGCAAACGTCCCTTGTTCTGTTTTGGT TAGACTACAAAAATTGAATCTCA 500

TCAACTTCTGTTTTCCCTTCACATATTTGATTGCAGI TGTAGAGTCTATC 550

ATGITCACTTTACTTTATTTGICCATATATCGTTGCCTTTTGICGGA 597
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14c)S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

S1Fa3

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

TTCCTGTTACTTATGCCTATGAGTCTTTTCTTGGCAAAACTCGTCTTCAA 50

GCTGICTATATTTTCTCCGGCGAGCGGT GCTGATAACCTCGTAGCTCCGA 100

AACGCCGCCATGGCCGCAGAATTTGAT GGAAAAAT CGAAAGCAAAGGCECT 150

AAACCCGGGACTGATCGTCCTTCTTGTAATAGGAGGGT TGCTACTGACAT 200

TCCTTGTAGGAAACT TCATCCTTTACACATACGCACAGAAGAATTTACCT 250

CCGAGGAAGAAGAAACCCGT TTCTAAGAAGAAGATGAAGAAAGAGAAGAT 300

GAAGCAAGGCGTCCAAGT TCCTGGCGAGTAGCTTTTGITATATGITGICG 350

GGATTATCCTTTGATGATAACTCACTCTGCTGGACTAGAACTTGTATGAC 400

TCCGITACTCATTAGITTTTTGATGI TTTCGATGTAGCATGCATGATATT 450

TTCTTGAGI TGACAATCTATAAGCTTTACTGAGATAATTTCATTAGAAGA 500

CAAAATATGAAACTGATTGIT 521
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Figura 15. Analisi RT-PCR semi-quantitativa dei geni appartenalla famiglia
SlFa

+S -S

Sl1Fal —
S1Fa2

SIFa3 L s—

S16 A

Visualizzazione elettroforetica dei prodotti dedazioni di amplificazione delle
analisi di RT-PCR condotte sui cDNA dei g&iiFae dei gen514 ottenuti dalle
reazioni di retrotrascrizione dellRNA estratto piante diArabidopsis thaliana
allevate in vitro su terreni agarizzati +S e —-S.
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Figura 16. Vettore pROK2 utilizzato per la generazione delleeé mutanti

SALK di Arabidopsis

I { L
N
LB tvos  Pass NPTII Pws RB

LB: Bordo sinistro

tnos terminatore della trascrizione del gene NOS

P;55 promotore del gene 35S

NPTII: gene codificante per la resistenza all’aiotiico kanamicina

Pnos promotore della trascrizione del gene NOS

RB: Bordo destro
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Figura 17. Fenotipo di un individuo omozigote delle linea SAbKozigote per

I'inserzione del t-DNA nel gene codificante peplateina S1Fa3
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Figura 18 Effetto dell'inserzione dell’elementtDNA sull’espressione dei geni
AtSultrl;1e At1G12030.

wild-type (Col) SALK
SOF(um) SOZ (M)
1500 50 10 1500 50 10

At1G12030 D IR
SIFAS  — ——
Sultrl;1 ‘_’_- T —

— e —

S Tub — —

La foto dei gel evidenzia il profilo di espressiohe geni AT1G12030, S1Fa3,
Sultrl;1e del gene di riferiment@- Tubin piante wild-type e in piante omozigoti
per I'inserzione, sottoposte a condizioni di diffiere disponibilita di solfato per
15 giorni. | prodotti di amplificazione erano vid@aati sotto luce UV dopo
separazione elettroforetica su gel di agarosid &b (w/v) in tampone TBE 1x

addizionato con etidio bromuro Qg ml-1.
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Figura 19 Rappresentazione schematica della realizzazioneeltgdre reporter

portante la regione di 1331 pb come target

EcoRlI

Taglio con I'enzima EcoRI

EcoRl EcoRlI
EcoRI EcoRI

: : EcoRl EcoRI

Notl lLigazione

C

EcoR EcoRl EcoRI EcoRlI EcoRl
TOPO pH|52
+1331 pb +1331 pb
EcoRI
Notl
TOPO
EcoRl + pHis2 EcoRl
Notl
Notl Taglio con I'enzima Notl
EcoRlI EcoRlI EcoRlI
pHis2
+1331 pb
TOPO
TOPO ECoRI + pHis2 ECoRI

Notl Notl

Notl

Notl

Trasformazione
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Figura 20. Selezione delle colonie positive ottenute medidatéecnicaone-

hybrid utilizzando come target la regione di 1331 pb

SD/-His/-Trp/-Leu + 3AT 100 mM

SD/-His/-Trp/-Leu + 3AT 150 mM

Le immagini rappresentano la crescita delle colgusitive, ottenute dall’analisine-hybridcondotta
utilizzando come target la regione di 1331 pb,esveni addizionati con una piu alta concentrazione d
3AT (100 mM e 150 mM). Per ogni colonia positiva ivamo testate entrambe le concentrazioni di 3AT.
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Figura 21. Risultati del sequenziamento dei vettori positiVaaalisi one-hybrid

utilizzando come target la regione di 1331 pb

Clone Gene Funzione
1 At3G58500 | Subunita catalitica della fosfatasi 2A
2 At1G01020 | Proteina ARV1

Proteina ERF15appartenente alla famiglia dei fattgr

3 AL2G31230 di trascrizione ERF (Ethylene Responsive Factor)

4 At5G09220 | Amminoacidi permeasi

5 At5G23820 Ffrppema contenente il dominio di riconoscimentd de
lipidi MD-2

6 At4G10140 | Proteina a funzione sconosciuta

In rosso e evidenziato il risultato ritenuto maggiente interessante
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Figura 22. Sequenza nucleotidica del gene codificante perdeema ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

ERF15

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

ACAACAAGAAGAGATAACAAAAAGAAAAGAAAAAGAGAAAT CGTAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAACT TATGGAATATTCCCAATCTTCCATGTATTCATC

TCCAAGT TCTTGGAGCT CATCACAAGAATCACT CTTATGGAACGAGAGCT

GITTCTTGGATCAATCATCTGAACCTCAAGCCTTCTTTTGCCCTAATTAT

GATTACTCCGATGACTTTTTCTCATTTGAGI CACCCGAGATGATGATTAA

GGAAGAAAT TCAAAACGGCGACGT TTCTAACT CCGAAGAAGAAGAAAAGG

TTGGAATTGATGAAGAAAGAT CAT ACAGAGGAGT GAGGAAAAGGCCGT GG

GGCGAAATTTGCAGCCGAGATAAGAGAT TCAACGAGGAAT GGAAT TAGEGT

TTGGCTCGGGACATTTGACAAAGCCGAGGAAGCCGCTCTTGCTTATGATC

AAGCGCECTTTCGCCACAAAAGGATCTCTTGCAACACTTAATTTCCCGGT G

GAAGT GGT TAGAGAGT CGCTAAAGAAAAT GGAGAATGT GAATCTTCATGA

TGGAGGATCTCCGGT TATGGECCT TGAAGAGAAAACATTCTCTTCGAAACC

GCCCTAGAGCGAAAAAGCGATCCTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTAAT

TCTTCTTCTTGCTCTTCTTCTTCGTICTACTTCTTCAACATCAAGAAGTAG

TAGTAAGCAGAGT GT TGT GAAGCAAGAAAGTGGTACACTTGTIGGTITTTTG

AAGATTTAGGT GCTGAGTATTTAGAACAACT TCTTATGAGCTCATGT TGA

TCTTGTAATTGATTTCAGCAAAAGCCACTATTAAACTTTAATTTTGTGAT

AATTAATCTTGAAATTTGITTTGITCATTCTCGC 883
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Figura 23. Verifica delle interazioni tra la regione di 133b pe la proteina
S1Fa3

23 a)

Trasformazione del ceppo di lievito
Y187 con il vettore reporter pHIS2
portante la regionel331 pb.

SD/-His/-Trp + 3AT 50 mM

23 b)

Trasformazione del ceppo di
lievito Y187 con il vettore
reporter pHIS2 portante
regionel331 pb ed il vettore
d’espressione  pGADT7-Rec2
codificante per la proteina
S1Fa3

SD/-His/-Trp/-Leu + 3AT 50 mM
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Figura 24. Suddivisione in frammenti della regione di 1331 pb

162 487 812 1137
| —
5 6 7
1 1 325 2 650 3 975 4 1331
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Figura 25. Verifica delle interazioni tra i frammenti dellagiene di 1331 pb e la
proteina ERF15

pHis2 + frammento pHis2 + frammento
ERF15
t.g. 1:10 1:100 t.g. 1:10 1:100
4 4
7 7
3 3
6 6
2 2
5 5
1 1

L'immagine rappresenta la crescita dopo 4 giornili@eiti trasformati o con il solo
vettore reporter pHIS2 portante la regione di 1881a sinistra della linea gialla) o con
sia il vettore reporter sia con il vettore di esgiene pGADT7-Rec2 codificante per la
proteina ERF15 (a destra della linea gialla). Ogasformazione era piastrata in 3
differenti diluizioni: tal quale (t.q.); 1:10 e 1Q. Il rettangolo bianco evidenzia i
frammenti in cui si riscontrava una diversa velcii crescita tra il singolo trasformato
e il doppio.
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Figura 26 Sequenza nucleotidica delle regioni coinvolte mel'razione tra il

vettore reporter pHis2 portante la regione di 188% la proteina ERF15.

26 aRegione comune ai frammenti 3-7

CCGGTACGTGTGTCCACGCGCTACTATGTAACC

GTGAC

G

GTGAQ

CTAG

CTTTTTTAGTTTTTACTCCAACTGGAACTGGTTATGGATACTTTGTCAC
GGACGTTAGTTAATAAATGTTGGCGTCCGTTAATCAG

26 b)Regione comune ai frammenti 2-6

GCCAAACACTAGTGCCGTICACGTGTAATAGATAAGTTTCTATCCGGAT
GAAGCCATTAGCGGETGACAAGTTTTAATATTATTCAACTACTAATTGC
AAGAACTTTAGATACATTGAATCTAGACAGCATTTCAGATTCATTGAA

CTTGGACGTGTT

Nei rettangoli sono evidenziati le box riconoscidédla proteina

ERF3
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Allegato 1. Rappresentazione schematica della famiglia muliigendei

trasportatori del solfato dirabidopsis thaliana

Gruppo 1

Sultr1;2 Sultrl;1 Gruppo 2
Sultrl;3 Sultr2;2
O/ ,

Sultr2;1
-

Sultr3;4
Sultr3:3
Sultr4;2
Sultr3:5 Sultr4;1
Sultr3;2 )
Sultr3;1 Gruppo 4
Gruppo 3
-
Sultr5;1
Gruppo5 1\
Sultr5;2

I dendogramma é stato disegnato utilizzando il progna ClustalWw.
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Allegato 2.Via di assimilazione riduttiva del solfato.

Sleka

(ATP sulfurilasi)

APS

(APS reduttasi)

SO
Acetil-CoA
(solfito reduttasi)

s

Ser Y » OAS ——»
(O-acetilserina tiol-liasi)

Cys

GSH

FITOCHELATINE

APS = 5'- adenililsolfato
OAS =0O-acetilserina
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Allegato 3. Meccanismo di controllo metabolico dell’'assunzi@assimilazione

del solfato.

Nel modello integrato di regolazione della
biosintesi di Cys e GSH alcuni intermedi
delle vie metaboliche agiscono come
segnali positivi (verde) o negativi (rosso)
nel controllo dell’espressione di geni chiave
e dell'attivita di alcuni enzimi.

Regolazione trascrizionale e allosterica del
flusso di zolfo lungo le vie di assimilazione
del solfato e biosintesi del GSH. Gli effetti
positivi 0 negativi sulla trascrizione dei geni
chiave sono evidenziati rispettivamente in
verde e rosso; sono inoltre mostrate le
regolazioni allosteriche negative della Ser
acetiltransferasi e dellaEC sintetasi.

Ser >
Ser

acetiltransferasi

o

APS: 5’-adenililsolfato;
GSH: glutatione;

Ser: serina,

OAS: O-acetilserina,
Cys: cisteina,

y-EC: y-glutamil cisteina

SO (est.)

trasportatori del S¢¢ <—

v
SO (int.)

ATP sulforilasi
v

APS

APS reduttasi
v

SO*

solfito reduttasi

OAS

OAS(tiolo)-liasi

~--=-| pEC sintetasi
v

y-EC

GSH sintetasi

1
1
1
|
1
1
-4
|
1
1
1
|
1
N
1
|
1
1
1
|
1
1
1
|
- =
1
1
|
1
1
1
|
1
1
1
|
>
1
1
|
1
1
1
|
1
1
1
|
1
1
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Allegato 4.Meccanismo di controllo della biosintesi di cisgein

56 -~ 00~
OAS Cys

Regolazione della biosintesi di Cys attraversooianfizione di un complesso bi-enzimatico tra
omotetrameri di Ser acetiltransferasi (cerchi azy@romodimeri di OAS(tiolo)liasi (cerchi blu),

in cui I'OAS(tiolo)liasi agisce come subunitd regolee della Ser acetiltransferasi. La

disponibilita di solfuro promuove la formazione dmimplesso, permettendo la produzione di
OAS e quindi la biosintesi di Cys; I'accumulo di SAletermina la dissociazione del complesso

bi-enzimatico.

Ser: serina; OASD-acetilserina; Cys: cisteina.

108



Allegato 5.Composizione del terreno base per I'allevamentte géhinte.

Macronutrienti
NH,NO, 20,61 mM
CaCl, 2,99 mM
MgSO, 1,5 mM
KNO, 18,79 mM
KH,PO, 1,25 mM

Altri componenti
Saccarosio 10gL?t
Agar 8glL?

Micronutrienti
Ac-Borico 100 uM
Na-EDTA 100 uM
CoCl, 0,11 uM
MnCl, 100 uM
Ammonio
molibdato 1,03 uM
Kl 5uM
Fe-tartarato 25 uM
ZnCl, 29,91uM
CuCl, 0,1 uM

| terreni -S erano ottenuti sostituendo il MgS€on il 1,5 mM MgCl e

aggiungendo 10 uM MgSO

109



Allegato 6.Analisi RT-PCR semiquantitative degli alleli deingBjST1;2

6a). Elenco dei primers utilizzati per I'identificazioniei cDNA dei trasportatori
del solfato e per le analisi di RT-PCR semiquatitita

Nome Oligo Sequenza Mer Tm (°C)
BjST1;2 Dir GTYTTCGATTGGGGRCGTAR 20 52
BjST1;2 Rev | RAGGAAGAGCAATGTCAAGAGA 22 60
Tub2 Dir TACACSGAGGGAGCKGAGTTGAT 23 64
Tub2 Rev TCCTGTGTACCAATGAAGG 19 56

Secondo il codice universale i nucleotidi degene@io cosi indicati: M (A/C),R
(AJG), S (G/C), Y (CIT), K (GIT), N (A/IG/CIT).

6b). Protocollo di amplificazione della reazione di PORdIBjST1;2e BjST2;1

Numero di cicli Temperatura Tempo
1 94 °C 2 min
94 °C 45 s
35 56 °C 45 s
72 °C 2mine 30s
1 72 °C 30 min
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amplificamo dei

Allegato 7. Frequenze di ligazione dei prodotti di
retrotrascritti dei tre ortologhi djST1;2
Cd 10 uM
Allele a 4 4% 19 15 %
Allele b 29 | 25% 41 33%
Allele c 79 | 71% 65 52 %
Colonie 1,4, 125
analizzate
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Allegato 8. Strategia utilizzata per I'amplificazione della i@we promotrice del
geneBjST1;2

Prodotti attesi di PCR

! 1

: ' TAIL1

! I

: l ' TAIL 2

] I "

. _ ! .

| : : ' TAIL 3

1 1 1 I

1 1 1 I

1 R I b .
5 <l < .
R > -

Genoma BjST1;2

1, 2 e 3 : primers specifico disegnato sul genél'Bj3;

R: primer degenerato, si appaia in posizioni caslglgenoma.
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Allegato 9. TAIL-PCR.

9a).Primer
Oligo Sequenza Mer Descrizione
ST1;2A | AGACTGGCAATAGTTAAACCGGCA 29 Con B0O4 per TAIL 1
ATGAG

ST1;2B | CGGCAATGAGATCACCACGGAAC 23 | Con BO4 per TAIL 2

ST1;2C | CCAATCGAAAACCGGGAACAC 21 | Con BO4 per TAIL 2
Tube 10 | Con i vari primer
B-04 GGACTGGAGT ST1:2

9b). Miscele di amplificazione

Reagenti TAIL 1 TAIL 2 TAIL 3
Templato | 1 DNALG, | 0150 | TALD 190
ST1;2(20 uM) 0,2 pl 0,2 ul 0,3 ul
B-04(20 uM) 3 ul 3 ul 3 ul
dNTPs (2,5 mM) 1,6 pl 1,6 pl 2,4 ul
Pfu buffer 10X 2 ul 2 ul 3 ul
Pfu (3 UplY) 0,2 ul 0,2 ul 0,3 ul
H,O 12 pl 12 ul 19,5 pul
Volume totale 20 ul 20 ul 30ul
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9c). Profili termici di amplificazione

TAIL 1

94 °C per 1 min; 5 cicli di 94 °C per 10 sec, 62& 1 min, 72 °C per 2 min e
30 sec; 94 °C per 10 sec, 25 °C per 3 min, (increendi 0,2 °C/sec fino a 72 °C)
72 °C per 2 min e 30 sec; 15 cicli di 94 °C pers&0, 68 °C per 1 min, 72 °C per
2 min e 30 sec, 94 °C per 10 s&8 °C per 1 min, 72 °C per 2 min e 30 sec, 94
°C per 10 sec, 44 °C per 1 min, 72 °C per 2 min e€3f) 72 °C per 5 min.

TAIL 2

94 °C per 1 min; 15 cicli di 94 °C per 10 sec, €&ger 1 min, 72 °C per 2 min e
30 sec, 94 °C per 10 sec, 64 °C per 1 min, 72 1@ mein e 30 sec, 94 °C per 10
sec, 44 °C per 1 min, 72 °C per 2 min e 30 se¢(7@er 5 min.

TAIL 3
94 °C per 1 min; 30 cicli di 94 °C per 15 sec, &4ger 1 min, 72 °C per 2 min e
30 sec; 72 °C per 5 min.
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Allegato 10.Primer interni per I'amplificazione del promotorel dene BjST1;2.

Oligo Sequenza Mer | Tm (°C)
ST1;2promintdir | AGCCAAACTGCCAAAGTG 18 54
ST1;2promintrev | CCTCTGTCCCACTTTAAGT 19 56
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Allegato 11.Terreni di crescita per i lieviti.

11a).YPAD
Componente concentrazione (g L)
Estratto di lievito 10
Bacto peptone 20
Destrosio 20
Adenina 0,03
Agar 20
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11b).SD

Macronutrienti

Sale concentrazione (g L)
Ammonio solfato 5

Potassio fosfato monobasico 0,85
Potassio fosfato di basico 0,15
Magnesio solfato 0,5

Sodio cloruro 0,1

Calcio cloruro 0,1

Micronutrienti

Sale concentrazione (ug %)
Acido borico 500
Rame solfato 40
Potassio ioduro 100
Cloruro ferrino 200
Manganese solfato 400
Sodio molibdato 200
Zinco solfato 400

Vitamine in polvere

Vitamina concentrazione (ug %)
Biotina 20
Pantotenato di calcio 2000

Acido folico 2

Inositolo 10000
Niacina 400

Acido p-amino-benzoico (4°C 200
Piridossina HCI 400
Riboflavina 200

Tiamina HCI 400
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AA dropout
Amminoacido concentrazione (mg L)
Arginina HCI 20
Tiroxina 30
Lisina 30
Fenilalanina 50
Acido glutammico 100
Acido aspartico 100
Valina 150
Treonina 200
Serina 400
Adenina emisolfato 75
Gracile 20
Metionina 20
Triptofano 20
Leucina 60
Istidina 20

Altri componenti

Agar 20 gLt

Glucosio (destrosio) 20 g Lt

| terreni SD/-Trp, SD/-Leu, SD/-Met, SD/-Ura, SDisHSD/-Ade, SD/-His/-
Trp, SD/-Leu/-Trp, SD/-Leu/-Trp/-His erano ottenealiminando dalla
composizione base del terreno SD i relativi amnmiicha
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Allegato 12.Preparazione della libreria AD (protocollo SMARfTtechnology).

12a).Sequenze dei primers utilizzati nella reazionesttiotrascrizione del’lRNA

Nome Oligo Sequenza Mer
. ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACAT

CDS Il Primer G-d(T)30 57

SMART Il AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGC 39

Oligo CATTATGGCCGGG

12b). Sequenze dei primers utilizzati nella reazionendapl#icazione dei cDNA

Nome Oligo Sequenza Mer
, . TTCCACCCAAGCAGTGGTATCAACGC

5" PCR Primer AGAGTGG 33
, . GTATCGATGCCCACCCTCTAGAGGCC

3'PCRPrimer | -\ GGCGGCCGACA 39

12c).Profilo termico delle reazioni di amplificazionel @®NA

Num_er_o di Temperatura Tempo
cicli
1 95 °C 45 sec
95 °C 10 sec
26
68 °C 6 min*
1 68 °C 5 min

* |l tempo di estensione nella reazione di ampdifione era aumentato di 5 sec ad
ogni ciclo.

119



Allegato 13.Analisi di restrizione.

13a).Miscela di restriziondédind I

Componenti Quantita
Plasmide 2 uL
Buffer 10X 2 uL
HindIll (10 U pLY) 0,2uL
H,0 15,84l
Volume totale 20 uL

Le reazioni di restrizione erano condotte a 37 éC2oore.

13b). Miscela di restrizion&coRl

Componenti Quantita
Plasmide 2uL
Buffer 10X 2L
BSA Buffer 10X 2 uL
EcoRI(12 U pLY) 0,5uL
H,0 13,54l
Volume totale 20 uL

Le reazioni di restrizione erano condotte a 37 éClwra.

13c).Miscela di restrizion&mal

Componenti Quantita
Plasmide 2uL
Buffer 10X 2uL
Smal(10 U pL?Y) 0,5uL
H,0 15,5l
Volume totale 20 uL

Le reazioni di restrizione erano condotte a 30 éClpora.
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13d). Miscela di restrizion&lotl

Componenti Quantita
Plasmide 2 uL
Buffer 10X 2 uL
Notl (15 U pLY) 0,5uL
H,0 15,54l
Volume totale 20 pL

Le reazioni di restrizione erano condotte a 37 éClpora.
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Allegato 14.Reazione di amplificazione dei cDNA dei geni S1Fa.

14a).Sequenze dei primers utilizzati nellamplificazicshed cDNA dei geni S1Fa

Nome Oligo | Sequenza Mer Tm (°C)
S1FA1 dirA | TTTGGATCGTAATCATGGACGGC 23 66
S1FA1l rev GTGAAGGAAGCTTAAGCTGGCTTT 24 68
S1FA2 dirA | ACTCAGTTCCTTACAGAAGAA 24 74
S1Fa2 rev AAACAGAAGTTGATGAGATTCAAT 24 62
S1FA3 dir CCTCGTAGCTCCGAAACGCC 20 66
S1FA3 revB | AAACTAATGAGTAACGGAGTCA 22 60
14Db). Profili termici di amplificazione
Numero di Temperatura Tempo
cicli
1 94 °C 2 min
94 °C 45 sec
35 s75°C | sapc | ssec |
72 °C 45 sec
1 72 °C 30 min
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Allegato 15.Valutazione dell’espressione genica dei geni daltaiglia S1Fa.

15a).Miscele di reazione di amplificazione

15b). Sequenze dei primers utilizzati per 'amplificazotei geni S16

Reagenti Quantita
Templato (cDNA 1:40) 1puL
Primer dir (10 uM) 0,75puL
Primer rev (10 uM) 0,75puL
Taq DNA buffer 10X 2,5uL
dNTPs (2,5 mM) 3uL
MgCl, (50 mM) 1puL
Tag (5U plb) 0,15pL
H,0 15,85uL
Volume totale 25nL

Nome Oligo | Sequenza Mer (Ig
S16 dir GGCGACTCAACCAGCTACTGA 21 66
S16 rev CGGTAACTCTTCTGGTAACGA 21 62
15c).Profili termici di reazione
Numero di cicli Temperatura Tempo
1 94 °C 2 min
94 °C 45 sec
Si1Fa
1 S1Fa2 S1Fa3 S16
35 572 | 54°C | 535°C | 54°C 45 sec
°C
72 °C 45 sec
1 72 °C 30 min
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Allegato 16.Conferma dell'inserzione e selezione dei mutantdbigoti.

16a).Elenco dei primer utilizzati

Oligo Sequenza Mer | Tm (°C)
N506219 LP | ATCTTGCCATGGAATGTCAAG | 21 60
N506219 RP | CTTGCAACACCAAAATGATCC | 21 60
N506219 LP ATCTTGCCATGGAATGTCAAG 21 60
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 21 62

16b). Miscele
Reagenti pl
Templato 2

Primer dir (10 uM)| 0,75
Primer rev (10 uM)| 0,75
dNTPs (2,5 mM) 3

Pfu buffer 10X 2,5
Pfu (3 UpIY) 0,25
H,0 15,75
Volume totale 25

16c¢).Profilo termico di reazione

94 °C per 2 min; 35 cicli di 94 °C per 45 sec, 456 alla temperatura specifica di
ciascuna coppia di primer utilizzata, 72 °C perif;m2 °C per 30 min
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Allegato 17Valutazione dell’espressione genica dei geni SulElAt1G12030.

17a).Elenco dei primer utilizzati

Oligo Sequenza Mer | Tm

(°C)

Sultrl;1dir GCTAGCTCCTCCGAAAGCGGGTT | 23 60
Sultrl;1lrev TTGGGTCGATCACGGCCTGGCA 22 72
At1G12030dir | TGTGGGAACACCTGAGGAGC 20 64
At1G12030rev| TCACTGCCGTTGAAAGCCAC 20 62

17b). Profilo termico di reazione

94 °C per 2 min; 35 cicli di 94 °C per 45 sec, 456 alla temperatura specifica di
ciascuna coppia di primer utilizzata, 72 °C perifh;2 °C per 30 min.
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Allegato 18 Analisi delle colonie positive tramite reaziond”€R su colonia.

18a).Miscele di reazione di amplificazione

18b). Sequenze dei

Reagenti Quantita
Templato 2 uL
pHIS2 dir (10 uM) 0,75uL
pHIS2 rev (10 uM) 0,75uL
Taq DNA buffer 10X 2,5uL
dNTPs (2,5 mM) 3L
MgCl, (50 mM) lpuL
Tag (5U plb) 0,15uL
H,0 14,85uL
Volume totale 25puL

primers utilizzati

per l'amplificazordella regione

intergenica dAT1G12030
: m
Nome Oligo Sequenza Mer °C)
pHIS2 dir CCAGGGTTTTCCCAGTCACG 20 64
pHIS2 rev TGCCTTCGTTTATCTTGCCTG 21 62
18c).Profili termici di reazione
Numero di cicli Temperatura Tempo
1 94 °C 2 min
94 °C 45 sec
35 59 °C 45 sec
72 °C 2 min
1 72 °C 30 min
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Allegato 19. Amplificazione dei frammenti della regione promogidel gene
At1G12030.

19a).Elenco dei primer utilizzati

Oligo Sequenza Mer | Tm (°C)
718-1 dir GCTAGCTCCTCCGAAAGCGGGTT 23 74
718-1 rev TTTATGCCCTTTTCTTGATTTCT 21 52
718-2 dir ACTGGGTTTTGAGAGTTAAG 20 56
718-2 rev AACACGTCCAAGTTCAATG 19 54
718-3 dir TTGAACTTGGACGTGTTTGGTT 22 62
718-3 rev CTGATTAACGGACGCCAACATT 22 68
718-4dir TGTTGGCGTCCGTTAATCAGA 21 58
718-4 rev CTTCGAAATAGATAAGCGATCAT 23 62
718-5 dir ATTGTCAGTCAAACAGATCA 20 54
718-5 rev TTACACGTGACGGCACTAG 19 58
718-6 dir CAGAGCCAAACACTAGTGCCG 21 66
718-6 rev CACGGTTACATAGTAGCGCGT 21 64
718-7 dir CCGGTACGTGTGTCCACGCGC 21 72
718-7 rev GAGAAACCCTAAATCCCGTTA 21 60

19hb). Profilo termico di reazione

94 °C per 2 min; 35 cicli di 94 °C per 45 sec, 456 alla temperatura specifica di
ciascuna coppia di primer utilizzata, 72 °C pesdb; 72 °C per 30 min
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