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SINTESI

I   UNA NUOVA SEQUENZA DI DNA RIPETITIVO NEL LIMONE [CITRUS LIMON (L.) BURM.] E IN SPECIE CORRELATE

Le sequenze di DNA ripetitivo costituiscono una componente significativa di molti genomi eucariotici e l’isolamento e la caratterizzazione di tali sequenze porta ad una maggiore comprensione dell’organizzazione del genoma di interesse. Ad ogni modo il lavoro svolto nel primo anno di dottorato ha condotto all’isolamento e alla caratterizzazione molecolare di una nuova sequenza di DNA ripetitivo dal genoma di Citrus limon.

La digestione del DNA di C. limon con Mbo I produceva un frammento preponderante di circa 600 bp. Il Southern blotting relativo al frammento di DNA marcato ha evidenziato bande multimeriche del frammento di 600bp nel digesto Mbo I. Questo dato conferma che è stato isolato un nuovo satellite, chiamato stDNA C. limon 600 (CL600).

L’analisi di metilazione, condotta utilizzando la coppia di isoschizomeri Sau3AI-MboI, dimostra che la maggior parte dei residui di citosina nel sito GATC di questo elemento sono metilati in C. limon. Questa sequenza è stata anche trovata in piante correlate al genere Citrus, quali il Pompelmo e l’Arancio, e in generi strettamente correlati al genere Citrus quali Fortunella margarita e Poncirus trifoliata.

II   CARATTERIZZAZIONE DI UNA NUOVA SEQUENZA SATELLITE IN PONCIRUS TRIFOLIATA (“FLYING DRAGON”)

Le sequenze di DNA ripetitivo, come già detto in precedenza, costituiscono una componente significativa di molti genomi eucariotici e l’isolamento e la caratterizzazione di tali sequenze porta ad una maggiore comprensione dell’organizzazione del genoma di interesse. Ad ogni modo il lavoro svolto nel secondo anno di dottorato ha condotto all’isolamento e alla caratterizzazione molecolare di una nuova sequenza di DNA ripetitivo dal genoma di Poncirus trifoliata.

La digestione del DNA genomico di P. trifoliata con l’endonucleasi di restrizione AfaI produceva un frammento preponderante di circa 400 bp. L’analisi di Southern blotting condotta  sul DNA genomico della specie oggetto studio digerito con lo stesso enzima di restrizione ha evidenziato bande multimeriche del frammento di 400bp. Questo dato conferma che è stato isolato un nuovo satellite, chiamato DNA 400 (PN400). La famiglia satellite isolata compone circa il 25% del genoma in esame e risulta essere presente ed allo stesso modo distribuita anche nel genoma di altre piante strettamente correlate al Poncirus, quali Limone, Arancio dolce e Kumquat.

L’analisi di metilazione condotta utilizzando la coppia di isoschizomeri MspI-HpaII dimostra che la maggior parte dei residui di citosina nel sito CCGG di questo elemento sono metilati in P. trifoliata.

III   DISTRIBUZIONE MOLECOLARE DEI RETROTRASPOSONI GYPSY E COPIA-LIKE IN CITRUS ssp E PONCIRUS TRIFOLIATA

La comprensione dell’instabilità genetica delle piante appartenenti al genere Citrus e dell’evoluzione del loro genoma potrebbe essere migliorata se fosse chiarito il contributo degli elementi trasponibili.

Gli elementi mobili di DNA costituiscono la maggior parte del genoma nucleare delle piante. Attraverso le attività che promuovono, quali trasposizione, inserzione, escissione e ricombinazione ectopica, gli elementi mobili possono provocare sia il riarrangiamento del genoma, che della struttura di singoli geni. Ad ogni modo il lavoro svolto durante il terzo anno di dottorato è stato teso allo studio degli elementi trasponibili Ty1-copia e Ty3-gypsy like ed in particolare è stata analizzata la presenza, l’eterogeneità e la loro distribuzione nel genoma di Citrus limon, Citrus sinensis, Fortunella margarita e Poncirus trifoliata. Per analizzare i retrotrasposoni appartenenti ai gruppi Ty1-copia e Ty3-gypsy like nelle suddette specie vegetali è stata utilizzata la reazione a catena della polimerasi (PCR).

Cloni contenenti regioni codificanti per la pol-poliproteina e per la trascrittasi inversa dei retroelementi Ty1-copia-like sono stati isolati da Citrus limon, Citrus sinensis e Fortunella margarita; inoltre, alcuni cloni contenenti regioni codificanti per la trascrittasi inversa degli elementi Ty3-gypsy-like sono stati isolati da Poncirus trifoliata.

L’analisi di sequenza dei cloni isolati mostra un elevato grado di omologia tra le trascrittasi inverse degli elementi Ty1-copia e Ty3-gypsy-like, inoltre un elevato grado di omologia è presente anche con retrotrasposoni di altre specie vegetali non strettamente correlate al genere Citrus. L’analisi di Southern blotting mostra che copie intersperse di questi retrotrasposoni si sono integrate nel genoma di Citrus.

I risultati ottenuti dimostrano, dunque, che questi elementi furono introdotti prima della divergenza di questi generi e che questi ultimi, solo successivamente, si sono evoluti separatamente. Inoltre, la presenza di elementi trasponibili strettamente correlati in specie filogeneticamente distanti, permette di affermare che essi potrebbero essere stati trasmessi anche mediante eventi di trasmissione orizzontale.

INTRODUZIONE

1.1   STUDIO E CONSERVAZIONE
DELLE RISORSE BIOTICHE DELL’AREA MEDITERRANEA

Il benessere, come la vita stessa di un individuo dipendono
dalle condizioni imposte dall’ambiente in cui esso vive e
dalle risorse a sua disposizione. Dalla precedente affermazione
risulta chiara l’importanza dello studio e della
conservazione delle risorse in generale e soprattutto di quelle
biotiche, non solo per la loro valenza ecologica, ma anche per
l’importanza economica che possono assumere.

Una delle risorse biotiche di maggiore rilievo nella regione
mediterranea è rappresentata dagli agrumi. Queste specie
vegetali sono tipiche delle regioni a clima temperato e
rappresentano un’importante risorsa economica per il nostro
Paese.

Il genere Citrus appartiene alla famiglia delle
Rutaceae e comprende specie caratterizzate dalla presenza di
ghiandole lisigene con olii eterei molto profumati (Sandro Pignati,
1982).

Sono alberi sempreverdi, originari dell’Asia meridionale,
attualmente coltivati in tutti i Paesi a clima temperato, quali
Florida, California, Messico, Spagna e Italia.

L’uso degli agrumi, in particolare del limone (Citrus
limon), si diffuse solo nel XV secolo quando casualmente si
scoprì che il suo succo curava e preveniva lo scorbuto (una
malattia dovuta a carenza di vitamina C) e da allora viene
utilizzato nei più svariati settori dell’industria
(da quello alimentare a quello della cosmesi).

Oggi la produzione italiana di questi agrumi si aggira sui
tre-cinque milioni di quintali annui ed alimenta una considerevole
esportazione.
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1.2   SEQUENZE RIPETUTE:
SATELLITI, MICROSATELLITI E TRASPOSONI

La distribuzione dei geni nel genoma degli eucarioti non
è uniforme: il genoma, infatti, risulta costituito da
regioni ad alta densità di geni e da “ampi
deserti” (Ohno 1972) formati da sequenze apparentemente non
codificanti formate da milioni di paia di basi.

Il genoma non codificante per le proteine (circa il 98% del DNA)
è quindi stato per lungo tempo ritenuto inutile tanto che
molti studiosi hanno definito tale DNA “spazzatura”
(junk), “egoista” (selfish) o ancora
“parassita”.

Il “DNA junk” comprende regioni note come DNA
satellite; quest’ultimo è costituito da una sequenza
di DNA ripetuta numerose volte.

La cinetica di riassociazione di tali sequenze suggerisce che i
genomi eucariotici comprendono diverse classi di sequenze sulla
base del numero di copie (Schmid and Deininger, 1975; Britten and
Kohne, 1968).

I singoli filamenti di DNA, se denaturati, tendono, una volta
riportati in condizioni permissive, a riassociarsi con il filamento
di DNA complementare a una velocità che dipende dalla
concentrazione del DNA stesso. La cinetica di riassociazione misura
la velocità con la quale un filamento di DNA trova il suo
complementare e forma un duplex, questa dipende principalmente da
due parametri: la concentrazione di partenza del DNA
(Co) e il tempo di reazione (t); il grado di
riassociazione è, quindi, proporzionale a
Cot.

Lo studio delle cinetiche di riassociazione permette di
individuare tre frazioni di DNA:

[image: ]    sequenze altamente ripetute
(104-106 copie per genoma aploide) che hanno
una velocità di riassociazione alta;

[image: ]    sequenze mediamente ripetute
(103-105 copie per genoma) che hanno una
velocità di riassociazione intermedia;

[image: ]    sequenze uniche che hanno una
velocità di riassociazione bassa.

Le sequenze ripetute sono costituite in genere da regioni non
codificanti, trascrizionalmente inattive, ripetute in tandem o
intersperse.

Le sequenze altamente ripetute possono essere divise in due
gruppi:

[image: ]    sequenze di DNA ripetute ed
intersperse, cioè sequenze ripetute disperse nel genoma;

[image: ]    DNA satellite, il quale è
rappresentato da lunghe ripetizioni in tandem ed è associato
all’eterocromatina costitutiva (Singer, 1982).

La classe delle sequenze intersperse è caratterizzata
dalla presenza di elementi mobili, trasposoni e retrotrasposoni
oltre che da blocchi di DNA ripetuti; le sequenze ripetute in
tandem formano dei blocchi sui cromosomi e in base alle dimensioni
del blocco si suddividono in: macro o mega satellite, satellite,
minisatellite e microsatellite.

Il DNA satellite è costituito da sequenze altamente
ripetute ed è localizzato principalmente nelle regioni
centromeriche e telomeriche dei cromosomi (Beridze et al., 1986).
In alcune specie vegetali la caratterizzazione delle sequenze
satelliti ha rivelato che tali sequenze presentano una forte
evoluzione molecolare e rappresentano la componente maggiormente
variabile nel genoma, in quanto sono soggette ad un’alta
incidenza di mutazioni (Hemleben et al., 2000). Per questo motivo
l’analisi e la distribuzione delle sequenze satelliti
può essere sfruttata per effettuare analisi filogenetiche e
stabilire, quindi, le relazioni che intercorrono tra le specie
(Hemleben et al., 1997).

Il nome DNA satellite deriva dal fatto che le sequenze che lo
compongono spesso hanno una composizione in basi atipica che, in
seguito a varie procedure di centrifugazione isopicnica, ne causa
la migrazione in una banda satellite distinta dal resto del
DNA.
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