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GENE PTO DI RESISTENZA AL BATTERIO
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Rinssunto

Le linee di pomodoro quasi isogeniche Rio Grande (Rig) e Rimone (Rxm), si dilferenziano nel
conirollo genetico della reazione al batterio Psendomonas syringae pv. Tomato e all’insetticida
organofasforico fenthion: Rig & sensibile al baiterio e resistente al fenthion, Rim mostra un
comportamento opposto. Rigeneranti (R,) da espianti cotiledonari dell’ibrido Pto/Pto* (Rim x Rig)
sono stti selezionati in witro su substrato di rigenernzione contenente dosi crescenti (0,5 - 1,0 -1,5
ml/1} di fenthion per I'assenza (o la ridotta presenza) di sintomi necrotici sulle foglioline, Nella
generazione R, dopo trattamento con fenthion ed inoculazione con batterio (10B ufc/mtb), sono state
individuate 3 piante (appartenenti a 3 distinte progenie R,) con un alto grado di tolleranza ad entrambi
gli agenti; Ia presenza di individui mostrant! doppia resisienza (fenthion e batteric) & statn confermata
nella generazione R,. Finora in L. escufentum non era stato possibile selezionare piante ricombinanti
tolleranti sia a fenthion che a P.s. pv. Tomate. La rigencrazione in vitro in presenza dell'agente
chimico selettiva sembra, dunque, aver indotlo qualche varinzione a livello del complesso genico che,
in pomodoro, controlla Ia risposta a P, s. pv. Jometo e a fenthion,

Parole ehiave: Lycopersicon esculennnm, Pto, fenthion, Psendomenas syringae pv. Tomato

Summary
TOMATO PLANTS TOLERANT TO BOTH FENTHION AND PSEUDOMONAS SYRINGAE PV,
TOMATO FOLLOWING /N VITRO REGENERATION ON FENTHION CONTAINING MEDIUM
OF PTO/PTO* COTYLEDON EXPLANTS

The Rio Grande (Rig) and Rimone (Rim), NIL tomato lines, arc different for the penetic control
concerning the reaction to Pseudomonas syringae pv. tometo and organophophorous insecticide
fenthion: Rig shows susceptibilily to the bacterium and resistance to fenthion; Rim has an opposite
behaviour. Regenerants (R,} from cotyledonary explants of the hybrid Plo/Pto* (Rim x Rig) were in
vitro selected on medium containing increasing doses (0.3 — 1.0 — 1.5 mW/1) of fenthion, for absence
{or reduced presence) of necrotic symptoms on leaflets. In the R, generation, after a ireatment with
fenthion and inoculation with bacterdium (107 cfu/ml), 3 plants have been singled out (belonging to 3
distinet R, progenies} with a high degree of tolerance to both the agents. The double resistance has
been confirmed in the next generation (R,).The result is particularly inleresting beacause until now in
L. esculentuni it was not possible to select recombinant plants resistant or olerant to both the
chemical and bacterial agents. The in vitro regeneration in presence of the chemical agent seems to
have induced some variations in the genic complex that, in tomato, control the response to P 5. pv,
tomato and fenthion.
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INTRODUZIONE

In pomodoro (Lycopersicon escrlentum, ML), la resistenza alla razza 0 di Pseudomonas s. pv.
tomato (in cui & presente il gene di avirulenza avrPro) & sotto il controlio del gene Pro, introdotto
nelle comuni varietd nttraverso incrocio con la specie selvatica L. pimpinellifolivn, Pto codifica una
chinasi serina-treonina implicata nella traduzione del segnale di difesa ed & localizzato nel braccio
corto del cromasoma 5 (Loh e Martin, 1995). Esso fa parte di una famiglia multigenica della quale
sono stati caratterizzati altri due geni stretlamenie associati: Prf, codificante una proteina con domini
L7, LLRR ed NBS, che controlla la resistenza ol batterio ¢ la sensibilitd all’insetticida organofosforico
fenthion; Fen, codificante per una chinasi molto simile o quella del Pro, responsabile della sensibilitd
all'insetticida (Martin er af., 1995; Sakmeron er al,, 1996). Varictd resistenti al batterio risultano
sensibili all’insetticida, mentre la sensibilita a P. 5. pv. Tomato & sempre associata alla resistenza al
fenthiion. Con il presente lavoro si & voluto verificare, attraverso rigenerazione in vitro in presenza
dell'insetticida come agente selettivo, la possibilith di isolare eventuali ricombinanti che
presentassero resistenza (o sensibilith) sia al batterio che al fenthion.

: Materiali e metodi

Le linee di pomodoro quasi isogeniche Rig e Rim mostrano una reazione differente quando trattate
con fenthion e quando inoculate con il batterio: Rig (Prot/Pro™*, Fen/Fen, Prf+{Pif*) t sensibile allo
P. s. pv. Tomaro e resistente all'insetticida, mentre Rim (Pro/Pro, Fent{Fen*, Prft/Prft) mostra un
comportamento esattamente opposto. 11 materiale impiegato era costitvite dall’ibrido Rio Grande
(Rig) x Rimone (Rim); espianti cotiledonari (3-5 mm) dell'ibrido sono stati posd su terreno di
rigencrazione (sali MS, 30 g/l saccarosio, 0,4 mg/l di tiamina, 100 mg/l di micinositolo, 0,35 mg/l di
IAA, 8 g/l di agar, pH 5,8). A questo & stato aggiunto, dopo sterilizzazione in autoclave (121°C e |
Kg em™ per 20 minuti}, zeatina riboside (0,7 ma/l) e dosi crescenti (0,5 - 1,0 - 1,5 ml/l) di fenthion
(f.c. Lebaycid 25, Bayer Ttulin), previn filirazione. Sono stati effettuati 3 cicli consecutivi di
rigenerazione, uiilizzando gli stessi espianti.

I germogli (R,) rigenerati su substrato contenente fenthion, presentavana gid in vitro le tipiche
macchioline necrotiche. Tra le centinaia di rigeneranti, quasi tutti sensibili, sono stati selezionati quei
pochi privi di sintomi o con sintomi attenuati (1-2 macchioline rilevabili con difficolth). 1 germogli
selezionati venivano trasferiti su substrato di radicazione (sali MS, 30 g/l saccarosio, 0,4 mg/l di
tiamina, 100 mg/l di mioinositolo, 0,35 mg/l di 1AA, 6 g/l di agar, pH 5,8) a cui era stato addizionato
1 ml/1 di fenthion, secondo le modatith sopra descritte.

Le progenic R, discendenti dai 10 germogli R, rigenerali ¢ selezionati in presenza di fenthion,
sono state sottoposte a traitamento con o stesso prineipio attivo. Su plantule allo stadio di 23" foglia
vera, si effettuava il trattomento con Lebayeid, impiegando una soluzione aequosa di 15 ml/l, con
aggiunta di alcune pocce di Tween. Dopo 3 giomi dal trattamento sono state conteggiate e distinte fe
plantule sensibili (con mucchioline necrotiche) e quelle resistenti {prive di sintomi).

Una voltn superato lo stress dovuto al trattamento, le stesse plantule (sensibili e resistenti) sono
state incappucciate per due ore con sacchetti di plastica al fine di favorire una maggiore apertura degli
stomi; immediatamente dopo queste sono state spruzzate con una sospensione batterica di 10° unitd
formanti colonia (ufc)/ml. Allo scopo & stato impicgato un nebulizzatore in velro, previnmente
sterilizzaio in autoclave, operando ad una distanza di circa 30 em dalle foglie garantendo una accurata
bagnatura sia della pagina superiore che di quella inferiore fino a sgocciolamenio dell’inoculo. A
distanza di 5-7 giorni le piante sono state valutate per la loro reazione al batterio: all'interno di 3
famiglic R, & stata individuata 1 pianta resistente sia al fenthion che a P. 5. pv. Tomato. Le 3 piante
sono state allevate in serra e da esse & stato raccolto il seme open R,. Per ciascuna progenie, da
plantule allo stadio di 3*-4" foglia vera, si & proceduto al prelievo di 1 fogliolina, cercando di
mantenere uniformith di posizione e dimensione {4-5 e¢m). Le singole [oglie sono state messe in
capsule Petri (3-4 per capsula) su dischi di carta bibula imbibiti con acqua sterile. Su ognuna di esse
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sono state deposte in media 3-4 gocce (10 iy di una soluzione acquosa di fenthion (5 mif). Le
capsule sono state mantenute a 16 h di luce, 8 h di buio e 25°C. A distanza di 4-5 giorni & stato
effettuato il rilievo per la reazione al fenthion, Sulle plantule (donatrici delle foglioline) allevate in
serra si € proceduto all'inoculazione artificiale con il battero, secondo le modalith operative gii
descritte.

Risultati

Sia per il trattamento con insetticida che per I'inoculazione con P. 5. pv. Tomate i rapporti di
segregazione osservati non si sono discostati in maniera statisticamente signilicativa dall’atteso (solo
nel caso della progenie B167-1P il valore del ¥°, per quel che concerne ln risposta afl'insetticida,
risulta essere al limile della significativith). Cid che ha differenziato i due saggi & stata la presenza di
plantule che, nel frattamento con fenthion, pur classificate come sensibili, hanno mostrato sintomi di
danneggiamento piultosta attenuati, interpretabili come una manifestazione di leggera tolleranza al
principio attivo {Tab. 1). In effetti, successive apalisi effcttuate, relativamente alla reazicne al
fenthion, su un elevato numero di progenie Ry (derivanti da un campione di piante R, scelte a casa)
hanno messo in evidenza una forte distorsione dei rapporti di segregazione attesi (dati non riportati).

Tub. | - Segregazioni osservate dapo trattamenta con fenthion effettuato su planwie delle progenie R derivant
da germogli R rigenerati e selezionat in vitre in presenza dell'insetticida. I test statistico y~ @ stato effettuato
confrontando, per ogni progenie, ik numero di individui resistenti con il numero di individui sensibili in relazione
all'atteso 3:1

Progenie R, Sensihili con sintomi Resistenti i P

¢ confrolli tipici  attenuati  Totale

AL041T 19 6 25 10 024 st
B163-1P 19 1 30 9 008  ns
B167-1P 41 15 56 29 377 s
B251-1P 26 7 31 13 048 s
B282-1p 12 1 13 4 002 s
C248-28 24 9 33 13 0,26 ns
D53-18 10 2 12 5 0,08  ns
F12-1T 22 6 28 8 0,05 s
F55-1T B 4 12 8 240 s
F84-1T 29 4 33 13 026 ns

Rim 32 0

Rig 0 36

* ns = non significativo

Il doppio saggio delle progenie R, prima con fenthion e poi con il batterio ha permesso
I'individuazione di 3 piante, appartenenti a 3 progenic distinte, presentanti un’elevata tolleranza
(resistenza) ad entrambi gli agenti (Tab. 2. Le plantule derivanti dal seme “open” raccolto da tali
piante sono state sottoposte a nuova valutazione nella generazione R;.

Le plantule R, discendenti delle 3 pianie R, selezionate per la duplice resistenza, mentre sono
risultate completamente resistenti all'insetticida, quando inoculate con il batterio, hanno mestrato



rapporti di segregazione non corrispondenti all’atteso (T’lb 3). Le plantule, infatti, avrebbero dovute
essere 0 tutte sensibili o tutie resistenti,

Tah. 2 - Segregnzioni osservate dopo trattamento con P. 5. pv. Tomate eflfettuato su plontule, precedentemente
trattate con fenthion, delle progenie Ro derivanti do germogli Ry rigenerati e selezionati in vitro in presenza
dell’insetticida. Nell'ultima colonna si riporta il numero di piame nconoscnulc resistenli sia al fenthion che al
batterio ¢ pertanto mantenule e riprodotie in serra. Per il test x'* ¢ stato considerato il rapporto §:3
{sensibili:resistenti}

Progenie R, N. di plantule ' P N. piante
¢ controlli Sensibili Resistenti Seclezionate
AlQ4-1T 6 P 0,40 ns*
B163-1P 8 28 0,15 ns
B167-1P 25 54 . 1,86 ns
B251-1P 12 32 0,12 ns 1
B282-1P 4 11 0,02 ns
C248-28 12 34 0,03 ns 1
Db33-18 5 12 0,18 ns
F12-1T B 26 0,04 ns
F35-1T 8 12 2,40 ns :
F84-1T 11 32 0,01 ns 1
Rim 0 32 '
Rig 36 0

* ns = non significativo

Tab. 3 - Segregazioni osservale relativamente a trattamento con fenthion ¢ con P. 5, pv. tomato effeituato sulle
progenic Rq derivanti da piante Ry risultate tolleranti ad entrambi gli ageni

Linen R, fenthion" P. 5. pv. Tomato"
Sensibili Resistenti Totale Sensibili Resistenti Totale
B251-1P 0 28 28 7 19¢ 26
C248-28 0 31 3l 12 17 29
F84-1T 0 59 59 25 34 a9
Rim 28 0 28 0 26 26
Rig 0 23 23 23 0 23

* sagpio su foplia staceata

saggio su pianta intera
° I segregazione osservala non si discosta significativamente dual rapporto 3:5 individui
sensibili/resistenti atteso nella generazione R, di una pianta R, elerozigote

Viceversa, le inaspettate sepregazioni osservate dopo inoculazione con il batterio, non si
discostano significativamente da un rapporto 3:5 che & esattamente quello atteso, per quel che
concerne la risposta al patogeno, nella generazione R, di una pianta R, cterozigote per un gene
dominante di resistenza. Cid indica che le modificazioni indotte dalla coltura in vitre potrebbera aver
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interessato solo la linea metabolica controllata da Fen. E' evidente, comunque, che le piante
clnssificate come resistenti a P. 5. pv. Tomate siano dei doppi resistenti, ricombinanti fino ad ora mai
isolati in L. esculenstun. Per non avere segregazione occorrerd individuare piante omozigoti,

Discussione e conclusioni

Le ricerche sino ad ora effettuate relativamente al complesso penico che in pomodoro controlia la
risposia a fenthion ed a P, 5. pv. Tonaro hanno portato alla definizione di un modello di risposta della
pianta in cui le chinasi prodatte dai geni Pre e Fen rivestono un ruolo fondamentale nella traduzione
del segnnle di difesa. E’ stato dimostrato (Salmeron et al,, 1994) che il prodotio proteico del gene Prf
& richiesto sia per la risposta all'insetticida che per quella al batterio, ipotizzando il suo intervento a
monie o valle delle vie metaboliche di segnalamento attivate da Pro e da Fen, forse anche attraverso
interazione fisica con le due chinasi. Poiche i prodotli proteici di questi ultimi due geni hanno una
localizzazione citoplasmatica e mancano di un dominio extracellulare o di una regione
transmembranica, nlcuni autori (Jia er af,, 1997} ipotizzano la presenza di un recettore comune o di
due recettori distinti in grado di partecipare agli eventi di riconoscimento. In alternativa, l'elicitore del
batterio e/o la molecola di fenthion dovrebbero penetrare nella cellula ed interagire diretamente con
le chinasi. :

I risultati da noi ottenuti evidenziano una possibile modificazione conseguente la coltura in vitro.
Molteplici esperimenti, infati, hanno dimostrato che la coltura di tessuti e la rigenerazione in vitro
sono in grado di produrre variazioni a livello genetico, citogenetico e molecolare (Compton e
Veilleux, 1991; Peschke e Phillips, 1992). Quando si ha rigenerazione in vitro in presenza di un
ngente selettivo (nel caso specifico, fenthion), viene fortemente favorito il recupero di "varianti”
samaclonali indotti o preesistenti.

Partendo da un upproccio sperimentale non molecolare, dunque, i risultati dimosirano e
confermano che la resistenza a P. 5. pv. Tomato e la sensibilith al fenthion sono aserivibili a due vie
metaboliche distinte. In particolare, 1'esame di progenie R, di piante che, in R,, mostravano resistenza
sia a fenthion che al batterio, avvalora l'ipotesi che le modificazioni indotte dalla coltura in vitro
abbiano interessato soprattutto la via metubolica direttamente implicata nella risposta all’insetticida.
Tali modificazioni, probabilmente insorte durante la fase di callo, possono essere imputate i cause
diverse:

- alterazione della funzionalith di un eventuale recettore implicato nel riconoscimento della molecola
insetticidi;

- alterazioni avvenule a livello citoplasmatico in grado di disturbare la via metabolica legata al
segnalamento della molecolq;

- modificazioni a carico dei geni implicati nella reazione di sensibilith (o ipersensibilith). In
quest'ultimo caso Fen ¢ Prf sarcbbero i maggiori indizini, in quanto direttamente soltoposti a
pressione selettiva. Prf, in particolare, presenta una struttura che, durante pli eventi di moltiplicazione
cellulare in vitro, risulia maggiormente esposta ad errori di lettura, 1l prodotto proteico del Pif ha,
infatti, un dominio LRR necessario per 'interazione con le alire proteine che concorrono alla
manifesinzione di difesa, in cui sono presenti ripetizioni a tandem di 20-30 aminoacidi. La proleina
contiene, inoltre, un altro dominio (NBS) che ha un reolo di primaria importanza nelle auivith di
legame ATP o GTP. Bent (1996) riporta che mutazioni sito-specifiche a carico di residui chiave
all’interno di domini NBS (come quelli presenti nel prodotto proteico ¢i Prf) eliminano la funzione di
induzione della risposta di ipersensibilith oppure determinano una perdita parziale di funzione e/o
manifestano effetti di dominuanza negativa. Se la separazione dei due caratteri (strettamente associati)
Tosse dovuia ad alterazione del Pif, si dovrebbe concludere che nel prodotio proteico di quest'ulimo
sono presenti due siti di reazione, uno impegnato nel caso si attivi la catena metabolica legata al Pro,
l'altro (dove potrebbero essersi verificate le suddette modificazioni), implicato nella reazione di
segnalamento del fenthion,
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In conclusione la rigenerazione in vitro, in presenza di fenthion, di espianti cotiledonari delf’ibrido
tra le linee quasi isogeniche Rig e Rim, sembra, aver modificato I'espressione del complesso genico
che, in pomodaro, influenza la risposta all’insetticida organaofosforico fenthion e quella al batterio P.
s. pv. Tomato, consentendo di sclezionare materiale di notevole interesse sia teorico che applicativo.
1l modello di interazione penica da nei illustrato per spiegare i risullaei ottenuti, necessita di
conferme: 1'analisi a livello molecolare dovrebbe consentire la verilica di eventuali variazioni a
carico di Prf, permettendo di comprendere in quale modo e su che cosa abbia agito la selezione in
vitro. '

Nell'ambita delle problematiche concernenti l'interazione ospite-parassita, i risultati ottenuti
costituiscono un ulteriore contributo alla comprensione dei meccanismi che sono alla base della
risposta della pianta al trattamento con Finsetticida (e allinoculazione con batterio) ed alla

delucidazione del ruola dei prodotti proteici codificati dulle sequenze geniche atalmente conosciute
(Pto, Fen, Prf).
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