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RIASSUNTO

Melanzane transgeniche (Solaman melongena L) furono otlenute attraverso trusformazione genetica via
infezione di Agrobacterium tumefacies, portante un gene pCYS per I'inibitore di proteinasi a cisteina di
soia (Glycine max L.). Gli effetti degli regolatori di crescitu e degli antibiotici necessuri alla trasformazio-
ne furono studiati e ottimizzati. Un totale di 25 linee transgeniche indipendenti appartenenti a sei cultivar
di melanzana furono otienute da piti di 300 espisnti manipolati. L'analisi PCR dei putativi trasformali di-
mostrd, per tutte le linee saggiate, la presenza del marcatore selettivo NPTH per la resistenza a kanamici-
na. Gli estratti fogliari di quattro linee analizzate hanno rivelato una percentuale di inibitore sintetizzato
sempre superiore al controllo e variante tra lo 0,2 a piit del 3% sul tolale delle proteine solubili. Negli in-
testini delle larve di dorifora le linee di melanzana trasformata dimostrarono di poter ridurre 'attiviti delle
proteinasi sulla papaina delf’insetto rispetio al controllo non trasformato tra il 75 & 86% per le larve di
prima fase e dal 30 al 35% negli estratti delle larve di seconda fase. L’utilita di tale trasformazione & di-
scussa in relazione alla stabilitd della resistenza.

Parole chiave: Solanum melongena, trasformazione genetica, inibitori di proteinasi, Dorifora, resistenza a

insetti.

SUMMARY .
EGGPLANT TRANSFORMATION WITH CYSTEINE PROTEINASE INHIBITOR GENE TO
CONFER PROTECTION AGAINST COLORADO POTATO BEETLE
Trunsgenic eggplants (Solamun melongena L.} were recovered as results of Agrobacterium tumefaciens

mediated transformation performed with EHA101 stain carrying the binary plasmid pCYS. Plasmid pCYS

contains a cysteine proleinase inhibitor pene derived from soybean (Glycine mex L). The effect of growth
regulators and antibiotics on eggplant transformation was also studied und optimised. A total of 25 inde-
pendent transgenic lines were obtained from 300 co-cultivated explants of five cggplants lines. Specific
PCR analysis of the putative transformants demonstrates the presence of frapments corresponding to the
kanamycin selective marker gene NPTIL The leaf extract from 4 transgenic lines revealed a eystein prote-
ase inhibirary activity, up to 3% of the total soluble proteins. In the larval gut analyses, the transformed
lines showed a reduced papain activity ranging from 75-86% for the 1% instar to 30-35% for the 2™ instar
larvae estracts compared to the untransformed control. The value of such transformants is discussed in
relation {o the management of field resistance to Colorado potato beetle.

Key word: Solanim melongena, genetic transformation, proteinase inhibitor, Leptinotarsa decemlineata,
pest resistance

INTRODUZIONE

La melanzana (Solanum melongena L.), con una produzione mondiale annua di nove milioni
di tonnellate & una delle pilt importanti solanacee in Asia e nel Bacino del Mediterraneo e rap-
presenta un importante prodotto orticolo nella dieta degli abitanti di questi Paesi. Tra i paesi
europei IItalia risulta essere il primo produttore con circa 11.000 ha di superficie coltivata e
una produzione annua superiore alle 300.000 tonnellate (Setti, 1997).

La produzione commerciale di melanzana in Europa e in America & continuamente minaccia-
ta dai devastanti attacchi del coleottero crisomelide dorifora (Leptinotarsa decemlineata Say). |
danni sono prodotti dalle larve della dorifora che si alimentano delle foglie delle piante causan-
do arresto della produzione e perfino marte della pianta stessa,



In assenza di un effettivo programma di controllo parassitario 1'insetto pud causare la totale
distruzione della coltura (Cotty e Lashomb, 1982; Maini ez al., 1990; Arpaia et al., 1995). La
lotta chimica oltre ad avere un cosio economico non indifferente per il coltivatore & considerata
avere un forte impatto ambientale (Dulmage, 1980). Il miglioramento genetico tradizionale per
sviluppare varietd di alta qualith e che siano nello stesso tempo resistenti alla dorifora richiede
spesso pill di 12 anni di sforzi concertati tra genetisti ed entomologi per iniziare ad ottenere dei
risultali (Roberts et al., 1988; Stoner, 1992). Inoltre nel pool genico della melanzana scarse so-
no le fonti di resistenza alla dorifora.

Numerosi sono gli esempi di colture geneticamente trasformate che sono pronte per essere in-
trodotte nel mercato (Grumet, 1993; Mol et al.,, 1995; Woodson, 1997). Nel campo della resi-
stenza a insetti nelle specie coltivate i geni delle endotassine di Bucillus thuringiensis (Bt) si
sono rivelati finora la pit importante risorsa genetica per le manipolazioni bioteenologiche
{McGaughey e Whalon, 1992; Fischhoff, 1996). Inoltre, sono state identificate endotossine
specificamente attive contro Lepidotteri, Ditteri, Coleotteri e contro sia Lepidotteri che Ditteri
(Peferoen et al.,, 1990; Gill er al., 1992). Vari ceppi e formulazioni di B. thuringiensis sono
comunemente utilizzati come insetticidi microbiologici contro varie specie di specie di insetti.

Lo sviluppo concomilante di un efficiente protocollo di rigenerazione (Gleddie et al., 1983,
Rotina et al., 1987) e trasformazione genetica in melanzana (Rotino e Gleddie, 1990) ha recen-
temente afferto 1’opportunitd di trasferire nuovi caratteri di interesse nei validi genotipi gii a
disposizione del mercato. Melanzane Lransgeniche resistenti alla dorifora per mezzo della tos-
sina Bt sono gia state ottenute con successo (Arpaia ef al., 1997, Iannacone ef al., 1997).

Un’altra famiglia di geni interessante per la resistenza a insetti sono quelli che codificano per
gli enzimi inibitori delle proteinasi dei sistemi digestivi animali (Ryan, 1990). Le proteasi sono
mediatori enzimatici essenziali per la digestione delle proteine vegetali degli erbivori.

Diversi geni di inibitori di proteinasi sono stati saggiati: si classificano come serine-cisteine-
aspartico- o metallo-proteasi in funzione dell’amminoacido attivo al centro della reazione
(Ryan, 1990). Gli insetti generalmente usano uno o una combinazione di proteasi come princi-
pali enzimi proteolitici digestivi (Ryan ez al., 1981). Gli inibitori a proteinasi di cisteina sono
identificati per mezzo di fitocistatine, le quali inibiscono le proteasi della superfamiglia papaina.
In alcuni Coleotteri e Emitteri, le maggiori attivith proteolitiche sono appurentemente il risultato
di proteinasi a cistatina papaina-simili, le quali sono suscettibili di inibizione da parte degli ini-
bitori vegetali di proteinasi a cistatina. Piante transgeniche esprimenti inibitori a cisteina mo-
strano un’aumentata resistenza contro gli insetti indicando un uso funzionale di tali inibitori
(Johnson et al., 1990; Urwin et al., 1995; Bolter e Latoszekgreen, 1997).

Nel presente studio & stato uiilizzato un gene dell’inibitare a cisteina di soia per canferire re-
sistenza a dorifora in melanzana. Lo scopo finale & quello di combinare nel medesimo ibrido
transgenico di melanzana tale resistenza con inibitori con quella gid ottenuta con I’endotossina

Bt in modo da poter evidenziare effetti sinergici e/o mantenere nel tempo un alto livello di resi-
stenza a dorifora.

MATERIALI E METODI

Materiale impiegato

Per I’esperimento di trasformazione sono state impiegate le seguenti linee di melanzana: Tina,
Tal 8-1, Tal 1-1, SM5-44, DR8 e DR2. 1 semi per la crescita in vitro delle piante sono stati ste-
rilizzati in superficie immergendoli in una soluzione di 70% etanolo per 30 secondi, seguita da
una soluzione di ipoclorito di calcio al 7% per 20 minuti e infine lavati abbondantemente con
acqua sterile, quindi fatti germinare in piastre Petri (25-30 per piastra) su un filtro di carta ba-
gnato con acqua sterile e incubati al buio a 28°C. Dopo 7-10 giorni i semi germinati sono stati
trasferiti in scatole GA7 sterili (Magenta Corp.) contenenti 40 ml di substrato V3 addizionato al
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2% (w/v) di saccarosio e 0.6% agar, pH 5,8 (ILOH 0,2 N prima dell’autoclavaggio). Le piante
sono state mantenute in una camera di crescita a 25°C con 16 ore di luce sotto lampade fluore-
scenti (50 #Em-2 sec-1).

Per la trasformazione & stato utilizzato il ceppo EHA105 di Agrobacterium tumefaciens (Ho-
od et al., 1993), derivato non-pncogenico del ceppo A281, il quale porta il plasmide helper Ti
pTiBo542. 1l plasmide vettore pBI-Sbeys contiene una sequenza sintetica di 450 bp codificante
il peptide maturo della cistatina di soia (Hines et al., 1991). La sequenza sintetica codificante
per la Sbeys fu poi introdotta in un vettore binario pBI121 (Clontech), usando come promotore
il CaMV 358 del virus del mosaico del cavolifiore che rimpiazzava la sequenza codificante uidA.
1l risultante plasmide binario pBI-Sbeys fu mobilitato nel ceppo disarmato EHA105. Le colture
baiteriche furono fatte crescere in MS liquido per circa 12 ore fino a raggiungere una densitd
finale di 0.6 (QDgyo) utile alla trasformazione.

Primo protocollo di trasformaziong

La procedura di trasformazione della melanzana si basa essenzialmente su quella descritta da
Rotino e Gleddie (1990) e da Rotino et al. (1992) con alcune minori modificazioni. Espianti di
foglie, cotiledoni e ipocotili furono pre-coltivati per due giorni in substrato con macro- & micro-
nutrienti MS, Gamborg, vitamine, 0,5 g -1 di MES, 20 uM di acetosiringone (Aldrich) aggiunto
con regolatori di crescita (mg 1-1): 0,5 ZEA, 0,3 BAP, 0,2 KIN e 0,1 NAA; il substrato liquido
fu solidificato con due gl-! di Phytage! (Sigma) a pH 5.8.

Per eseguire I'infezione degli espianti, una coltura liquida di A. fumefaciens fu centrifugata e
il pellet risospesc ad una densith di 0,1 ODggp in un substrato base MS con 2% glucosio, 200
uM di acetosiringone, pH 5,5. Un fine margine intorno alle foglie e ai cotiledoni e le estremiti
degli ipocotili furono tagliati per avere una maggior superficie di ferita. 11 materiale cosi tratta-
to venne immerso nella soluzione batterica per cinque minuti, poi asciugato su filtro di carta ste-
rile ed infine ricoliocato sulle piastre Petri originarie. Dopo 48 ore di co-coltivazione al buio gli
espianti furono trasferiti su un substrato selettivo senza acetosiringone e addizionato con 50
mgl-! di kanamicina (Sigma) e 300 mgl-! di cefotaxime (Hoechst). La differenziazione di
gemme dal callo e la successiva formazione ed allungamento dei germogli fu ottenuto tramite il
trasferimento di porzioni di callo che presentavano compatti noduli verdi nello stesso substrato
selettivo sopra descritto senza perd 1'aggiunta di NAA. 1 germogli fureno in seguito radicati e
propagati in substrato V3 (Arpaia ef al., 1997) in assenza di antibiotici, Le piante rigenerate
furono identificate ed etichettate secondo il callo di origine (primo numero) e il germoglio (se-
condo numera). Una volta che fossero ben sviluppate le putative piante transgeniche furono
allevate in vaso in serra, previo un periodo di acclimatazione in una serra speciale con elevata
umidith atmosferica.

Seconda protocollo di trasformazione

Venne eseguito per confronto un secondo protocollo. Questo secondo protacollo fu speri-
mentato per la melanzana cv Hibush da Billings et al. (1997) e differisce dal precedente per il
substrato di rigenerazione il quale contiene 0,1 uM thidiazuron (TDZ) combinato con dosi cre-
scenti da 10 a 20 M di N-6-(isopentyl) adenine (2iP). Augmentin a 300 mgl-! fu usata al posto
del cefotaxime dopo la co-coltivazione per eliminare I’A. tumefaciens,

Per agnuno dei suddetti protocolli furono usati 300 espianti

Verifica dell’avvenuta trasformazione

Dischi fogliari da putativi trasformati furono coltivati su un substrato di rigenerazione conte-
nente 30 mgl-! di kanamicina per verificare la loro capaciti di produrre callo.

L’espressione del gene marcatore NPTII fu anche monitorata subito dopo I'acclimatazione
delle piante spruzzando le piante stesse con 300 mgl-! di soluzione di kanamicina secondo il
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metodo di Sunseri e al. (1993).

Giovani tessuti fogliari di melanzana furono utilizzati per I'estrazione di DNA secondo il me-
todo di Daoyle e Doyle (1990). L’analisi PCR fu effettuata utilizzando i primer che amplifica-
vano un frammento di 839-bp della regione codificante il gene NPTIL. Per rilevare il suddetto
frammento & stato usato il protocollo PCR di Arpaia et al. (1997).

Saggio dell’inibizione delle proteinasi

Foglie di piante non trasformate e di putativi trasformati furono raccolte e omogeneizzate in
10 mM (pH 8.0) e centrifugate a 4°C per 20 min a 13 000 x g. 1 campioni furono diluiti ad una
concentrazione proteica standard {800 ug ml-1), e il loro contenuto in inibitore di proteinasi a
cisteina fu saggiato come segue. Un estratio di proteine vegetali (100 p1) fu mescolato con 10
41 ¢li solutione di papaina (10 mg ml-1, Sigma) e preincubato a 37°C per 15 min per permetiere
il legame con I'inibitore di proteinasi. Successivamente, furono aggiunti 100 ¢l di azoalbumina
(10 mg ml-1, Sigma) e il campione fu quind; reincubato a 37°C per altri 30 min. Dopodiché ai
campioni furone addizionati 480 #1 di acido tricloroacetico al 10% e mantenuti in ghiaccio per
30 min prima di essere centrifugati per 3 min a 8.000 x g. Infine, 500 x| di supernatante furono
raccolti € mescolati con 100 ul di NaQOH 3.3 M per permettere 1a colorazione della parte protei-
ca non digerita. L’attivith inibitoria dell’estratto proteico vegetale fu calcolata confrontando ia
sua variazione in assorbanza a 440 nm prima (T0) e dopo (T >30) la fase di incubazione. Una
curva, fu ottenuta rimpiazzando gli estratti proteici con differenti quantitd (10-50 ul) di una so-
luzione dell’inibitore E-64 (Sigma, trans-Epoxysuceinyl-L-Leucylamido(4-Guanidino)-Butane)
ad una concentrazione di 0.714 seg ml-1. L'inibizione fu riferita come % di E64 equivalente sul
totale delle proteine solubili vegetali. Cingue diversi esperimenti furono eseguiti e tre replica-
zioni di ogni campione furono misurate.

Attivitd delle proteinasi in L. decemlineata

Gli esiratti vegetali e "intestino di larve furono preparati con una procedura modificata del
protocollo di Barrett (1981). Al fine di ottenere una sufficiente quantit di estratti di larve, 15 e
10 larve di dorifora rispettivamente di 1* e 2" eth larvale furono omogeneate in 800 x! di 1 mM
EDTA. La riduzione dell’attivitd papainica fu misurata con tre repliche a 410 nm utilizzando 4

genotipi trasformati di melanzana. Estratti in acqua di 4 genotipi non trasformato furono usati
come controilo.

RISULTATI

Con il primo protacollo di trasformazione gli espianti dopo la co-coltivazione dettero origine
alla formazione di callo e germogli nel substrato selettivo. Un callo bianco e friabile fu visibile
lungo i margini tagliati dei tessuti posti in coltura entro 3-4 settimane dall’infezione con I’A.
tumefaciens. Nessun germoglio o differenziamento di gemme fu evidenziato in questa fase. Do-
po tre o pilt subculture su substrato selettivo in costante presenza di kanamicina (50 mgl-1), e
nonostante il colore giallognolo degli espianti, alcune zone dei calli virarono verso il verde e
naduli compatti iniziarone a formarsi. Trentasette cafli resistenti all’antibiotico furono selezio-
nati e primordi di germogli si differenziarono dalla maggior parte dei noduli.

Trentacinque linee trasgeniche furono infine ottenute dai 300 espianti co-coltivati, con una
frequenza di trasformazione di 8,3%. Nessun callo o organogenesi di germoglio furono osserva-
ti nelle colture di espianti controllo coltivati su substrato selettivo. Questo risultato indico che la
kanamicina alla concentrazione di 50 mgl-! produce un efficiente livello di selezione.

Gli espianti soggetti al trattamento di Billings si svilupparono inizialmente mostrando un brii-
lante colare verde ¢ formando abbondante massa di callo friabile. Cid nonostante, dopo la se-
conda subcoltura gli espianti necrotizzarono improvvisamente e invano si cerco di trasferirli su



substrati freschi con turni pilt frequenti e di ripulirli delle masse di callo necrotico: deperirono
massivamente nel breve arco di 3-4 settimane.

L’amplificazione del DNA (analisi PCR) mostrd chiaramente la presenza di un frammento
del gene marcatore NPTII in tutti gli eventi di trasformazione ottenuti (Fig. 1). La presenza di
un’attivith del gene NPTIL fu anche confermata dell’assenza di clorosi dopo il trattamento in
vivo con una soluzione di kanamicina,

Fig. 1 — Amplificazione del frammento di DNA di 839-bp della regione codificante il gene
NPTII che conferisce resistenza all’antibiotico kanamicina

Gli estratti fogliari di 7 linee trasgeniche selezionate rivelarono una quantith dell’inibitore di
proteinasi a cisteina superiore al controllo per 4 di loro. Nella linea migliore I'inibitore suddetto
rappresentd pitl del 3% di del totale delle proteine solubili della pianta (Fig. 2).

Fig. 2 — Quantiti dell’inibitore di proteinasi a cisteina in foglie
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Genotipi di melanzana trasformati

Interessanti risultati scaturirono anche dall’analisi degli intestini larvali, nei quali le linee
trasformate nel confronto con quelle non trasformate mostrarono una effettiva riduzione
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dell’attivitd della papaina che variava da 75-86% nella prima eta larvale a 30-35% nelle larve di
seconda etd (Fig. 3).

Fig. 3 — Attivitd della papaina su estratti di larve di 1" e 2° efa.
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DISCUSSIONE

Il positivo risultato dell’esperimento di trasformazione & anche dovuto alla relativa facilith
con cui & possibile manipolare la melanzana, tanto da farne una specie modello per gli esperi-
menti di trasformazione genetica. Come possibile spiegazione del fallimento degli espianti trat-
tati col protocollo di Billings si & ipotizzata una forte interazione del trattamento col diverso ge-
notipo di melanzana utilizzato nella trasformazione, Billings e collaboratori (1997) avevano
utilizzato solamente la cv. di melanzana Hibush che non era inclusa tra le nostre linee. Tuttavia,
anche con il primo protocollo, il successo della trasformazione non & avvenuto uniformemente
per tutte le 6 linee utilizzate, ma alcune linee, come per esempio Tal 8-1 e SMS5-44, hanno dato
deludenti risultati, mentre altre, come DR2 ¢ DRB, hanno dimostrato una pronta e particolar-
mente positiva risposta al protocollo utilizzato.  Cid potrebbe richiedere in futuro
I"ottimizzazione di protocolli linea-specifici.

Il successo dell’espressione di geni eterologhi in una pianta & generalmente influenzato da di-
versi fattori, primi tra tutti: le qualith delle diverse unitd del costrutto genico (promotore, termi-
natore, sequenze enfigncer), la struttura e la stabilitd dell’'mRNA, i segnali regolatori della pian-
ta, Ia posizione dell’inserzione penica, il numero di copie integrate stabilmente nel genoma, ecc,
E’ verosimile che differenze riscontrate in Fig. 1, con le diverse percentuali di proteina espressa
nelle diverse linee, siano soprattutto dovute agli vltimi due o tre fattori sopracitati dato che gli
altri sono stati mantenuti costanti all’interno di questo esperimento. Riguardo la riduzione in
vitra dell’attivitd della papaina (Fig. 2), questa si & manifestata molto pili spiccatamente nelle
larve di prima et rispetto a quelle di seconda in tutti i genotipi analizzati. Cid & probabilmente
da mettere in relazione anche con il differente corredo di proteasi espresso dalla dorifora nelle
diverse fasi di sviluppo. Nonostante la diversa quantit di inibitore riscontrata nef i diversi ge-
notipi, non si & perd manifestata una chiara correlazione tra la quantiti di inibitore prodotto e la
riduzione dell’attivith papainica. Probabilmente cid dimostra che anche relativamente basse
quantitd di inibitore prodotto raggiungono il plateau della possibile attivitd inibitoria.



La capaciti delle popolazioni di insetti di superare la resistenza delle colture ha rappresentato
un costante problema per i programmi di miglioramento genetico per la resistenza. Questo si &
rivelato un serio limite di molti programmi di miglioramento convenzionale per la resistenza ad
insetti (Gracen, 1985), e si prevede che lo possa essere ancor maggiormente per le Tesistenze
ottenute tramite ingegneria genetica. In diverse specie di insetti sono gid state individuate
popolazioni che hanno evoluto resistenza nei confronti di B. thuringiensis in situazioni dove
questo viene spruzzato intensivamente come insetticida biologico od in prove di laboratorio
{McGaughey, 1985; Shelton ef al., 1993).

Colture orticole trasformate, come la melanzana, che esprimono geni eterologhi per inibitori
di proteinasi possono divenire, una volta determinata la reale resistenza a Dorifora con esperi-
menti in campe, prezioso materiale per incrociare con alire linee di melanzana trasformate con
la tossina Bt. Tutto questo con lo scopo finale di accoppiare due fondamentalmente diversi si-
sterni di resistenza dentro un unico individuo con resistenza multigenica che possa esprimere un
auspicabile effetto sinergico e una appropriata stabiliti nel tempo sulla resistenza stessa.
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