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Il concetto di miglioramento genetico

Il miglioramento genetico delle piante e definito come la scienza che modifica le
caratteristiche genetiche delle piante allo scopo di creare tipi vegetali desiderati, meglio
adattati alla coltivazione, ad esempio con resa piu elevata, resistenza alle malattie o agli
stress abiotici.

E una scienza e un’arte che mira a migliorare le piante coltivate attraverso lo studio e
I’applicazione di:

O genetica,

O agronomia,

O statistica,

O fisiologia vegetale,

O patologia vegetale,
e altre scienze affini.
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Perche’ fare miglioramento genetico?




2030 Targets for sustaina

PESTICIDES

50%

$
®

NUTRIENT LOSSES

ANTIM, g g8

Reduce the overall
use and risk of
chemical and
hazardous pesticides

Reduce nutrient
losses by 50% whilst
retaining soil fertility,
resulting in 20% less

fertilisers

Reduce sales of
antimicrobials for
farmed animals and
aquaculture

La strategia “Farm to Fork” e il cuore del European Green Deal che ha lo scopo di rendere
il sistema alimentare giusto, sano e rispettoso dell'ambiente.



Il DNA: 1l Iibro di ogni organism

Contiene tutte le istruzioni per
costruire e far funzionare un
essere vivente, come la vite
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Come fare miglioramento genetico?

Limitato agli incroci tra specie uguali o molto
affini Permette il trasferimento diretto o la mutazione di

uno o pochi geni

Nessuna garanzia di ottenere una combinazione

genica specifica tra milioni di incroci . . L .
Puo avvenire in tempi piu brevi rispetto al

miglioramento convenzionale
| geni indesiderati possono essere trasferiti

insieme a quelli desiderati
Possibilita di disattivare o eliminare geni
Occorrono molti anni per ottenere i risultati specifici
sperati

fondazione banfi S i m i Ii' m a d iffe re nti !



Quanto puo’durare un programma di MG?

Breeding convenzional ngegneria genetica >

Circa 20-25 anni per ottenere un nuovo
genotipo

Meno di 20-25 anni, se si utilizzano marcatori per la
selezione assistita (MAS)

Meno di 20-25 anni, se & disponibile materiale di
pre-breeding

fondazione banfi
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Di sicuro meno di 20-25 annil!

In teoria, non piu di 3 anni

Dipende dall'efficienza di trasformazione e
rigenerazione



Come si fa il miglioramento genetico tradizionale?

Si base sull’incrocio!

https://www.vinievitiresistenti.it/2021/02/0 1/come-nasce-una-varieta-resistente-piwi/

0 Vini e Viti Resistenti INCROCIO DELIBERATO, IMPOLLINAZIONE
Genitore 2 4 W\

Prelievo del polline

Caliptra
Petali
Calice <
Pedicello Genitore 1 =
Fioritura Eliminazione Caliptra Impollinazione ‘ W
Antere e Antere (Polline Genitore 2) ./-/":.;

(contenenti polline)
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Uno dei punti PIRAMIDIZZAZIONE DELLE RESISTENZE

Combinare piu geni di resistenza per una protecione piu forte e duratura

. .
C.bla D e de.l Geni di resistenza (R) —@ @ Geni di resistenza (Ren) @ @
o o >
mlg:lloram en to 1. SINGOLO GENE DI RESISTENZA 2. PIRAMIDIZZAZIONE (PIU GENI R) 3. RISULTATO: RESISTENZA DUREVOLE
Il patogeno puo evolvere e superare Il patogeno deve superare pil barriere La combinazione di piu geni
° la resistenza. genetiche insieme. rende molto difficile I'evoluzione del patogeno.
dizionale?

(radizionale:

Il gene RPV1
blocca il patogeno.

Il patogeno evolve
e supera RPV1.

La pianta o —_— RPV1) Maggiore efficacia, stabilita e durata
diventa suscettibile. nche se il patogeno supera un gene (es. 2 delldresittenzanahitempo.

gli altri (RPV2, REN1, REN2) continuano a proteggerla.

IN SINTESI
La piramidizzazione combina piu geni di resistenza @ + @ + + @ = Una strategia sostenibile per
con meccanismi diversi per proteggere la pianta. colture piu resilienti e produttive.
‘e fondazione banfi 2 : i : i
. ..‘. *‘ Patogeno - - Tentativo di infezione x Infezione bloccata @ Geni R della famiglia RPV @ Geni R della famiglia Ren
»
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MAS - MARKER ASSISTED SELECTION

La selezione assistita da marcatori molecolari

o/' La MAS permette di selezionare le piante migliori in base al loro DNA,
senza dover aspettare che si esprimano i caratteri in campo.

POPOLAZIONE €© cenotipizzazioNE € stLezione @ ~vanzamento © risuLrato
INIZIALE .

; o Si analizza il DNA di ogni Si scelgono solo le piante che Le piante selezionate Si ottengono varieta superiori
Incrocio tra g_e"_'t°" pianta alla ricerca di marcatori possiedono i marcatori associati vengono fatte crescere in modo piu rapido, preciso
con caratteristiche legati al carattere desiderato. al carattere desiderato. e incrociate tra loro. ed efficiente.

desiderate.
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Si ottiene una popolazione Ogni banda (marcatore) e Vengono scartate le piante Si fissano i caratteri e si
di numerosi individui. associata alla presenza (A) o che non possiedono i marcatori creano nuove generazioni Piu ron qualita e resistenza,
assenza (-) dell’allele di interesse. favorevoli. migliorate. In'menotempo.

PERCHE USARE LA MAS?

PIU VELOCE PIU ACCRATA PIU EFFICIENTE PIU POSSIBILITA

Si seleziona in fase di plantula, 0/ | marcatori sono oggettivi Si riducono tempi e costi, Permette di combinare

senza aspettare la maturita e non influenzati focalizzando le risorse solo piu caratteri (es. qualita

o i risultati in campo. dall’ambiente. sulle piante migliori. e resistenza) nella stessa pianta.
e for
?: *" s

e LEGENDA @ Pianta con marcatore favorevole X Pianta senza marcatore favorevole A Allele favorevole presente == Allele favorevole assente



Come si fa 1l miglioramento genetico non
a' 3 dI.ZI.O.n a] e .7 Agrobacterium method Particle gun method

Agrobacterium Ti plasmid carrying * Particles coated
tumefaciens \ desuee genes e d*, o4 with DNA encoding
® ®®" desired genes

. . |
Si base sulla trasformazione del DNA!

Cocultivation of
Agrobacterium with
plant pieces

Un protocollo non proprio semplicissimo.

_
|

DNA transterred =%
™% 1o plant cells 5

Chromosomes with
integrated DNA
encoding desired genes

‘e fondazione banfi Shoot regeneration

.. ..,. followed by root

@®,° sanculs JovIs Cell multiplication (callus) regeneration Plant with new trait
[ ] ALTA SCUDLA DEL SANGIOVESE
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TEA: tecnologie di evoluzione assistita

La nuova frontiera del miglioramento
genetico non tradizionale

Tramite le TEA (genome

editing) e possibile
disattivare uno specifico
gene (knock out; Non-
homologous end joining) o
introdurre un gene esogeno
in una cellula (knock in;
Homology directed repair).

:c fondazione banfi
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TEA: tecnologie di evoluzione assistita

m3HD

PRESA

CIBO GENIALE



Un premio
Nobel

Emmanuelle
Charpentier e Jennifer
A. Doudna sono state
premiate con il Nobel
per la Chimica nel

2020

. ® fondazione banfi
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Come si fa 1l miglioramento genetico non
tradizionale?

Gemme fiorali Callo proembriogenetico

e fondazione banfi
»
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Somatic embryos

Because not all the species
are able to regenerate a new
plant from calli or explants or
protoplasts, somatic embryos
have to be developed.

Somatic embryos: zygotic-like
embryos but obtained from
somatic cells.
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https://www.frontiersin.org/journals/plant-science/articles/10.3389/fpls.2023.1322728/full



*%i Perché gli embrioni somatici non bastano?

Il problema: il mosaico cellulare (chimera)

Se l'editing genetico non raggiunge tutte le cellule,
la pianta rigenerata puo essere chimerica:
un mix di cellule editate e non editate.

Editing su tessuto Formazione dell’embrione @ Rigenerazione della pianta @ Risultato: pianta chimera
multicellulare (embrione) somatico

PIANTA CHIMERA

L’editing pud avvenire solo L’embrione somatico e costituito Durante la rigenerazione,
in parte delle cellule dell’embrione. da cellule con genotipo diverso: ogni parte della pianta deriva da Cellule editate e non editate
alcune editate, altre no. cellule diverse dell’embrione: coesistono nella stessa pianta.
alcune editate, altre no. Il carattere introdotto potrebbe

non essere stabile né uniforme.

PIANTA UNIFORMEMENTE
EDITATA

D Cellula editata (modificata) D Cellula non editata (selvatica)

:.‘ fony CONCLUSIONE: per ottenere piante uniformemente editate,
o® sar & necessario partire da una singola cellula.




How to make unconventional breeding using protoplasts?

Proembriogenetic callus

Floral buds

In this way (via protoplast
- transformation), we avoid
Protoplasts the selection of chimera
plants

e fondazione banfi
»
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Quali geni editare?

s GENI DI RESISTENZA (R) E SUSCETTIBILITA (S) <«

Due geni, due risposte diverse della pianta
O GENI DI SUSCETTIBILITA (S)

FUNZIONA? Rendono la pianta vulnerabile

IN UNA PIANTA SUSCETTIBILE

1 GENI S SONO ATTIVI
Favoriscono l'ingresso del patogeno

e l'infezione della pianta.

IN UNA PIANTA RESISTENTE

| GENI R SONO ATTIVI

Riconoscono il patogeno
e attivano le difese della pianta.

g

IN UNA PIANTA RESISTENTE

| GENI S SONO SPENTI
' Il patogeno non riesce a entrare

e la pianta rimane sana.

IN UNA PIANTA SUSCETTIBILE

X] | GENI R SONO SPENTI

Il patogeno non viene riconosciuto
e la pianta non si difende.
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Quali geni editare?

Wan et al. Horticulture Research (2020)7:116 HOI’tiCU'tUI’G Resea rch
httpsv//doi.org/10.1038/s41438-020-0339-8 AT EOm RGeS
ARTICLE Open Access

CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis of VWMLO3
results in enhanced resistance to powdery mildew
in grapevine (Vitis vinifera)

Dong-Yan Wan'? Ye Guo'?, Yuan Cheng'?, Yang Hu'?, Shunyuan Xiao® Yuejin Wang'? and Yin

The grapevine cultivar Thompson Seedless is an ideal
material for studying powdery mildew resistance in
grapevine because it is amenable to transformation and
susceptible to powdery mildew infection. There are 17
VvMLOs in Thompson Seedless. In this study, we used
CRISPR/Cas9 technology to target two grapevine MLO
genes, VVMLO3 and VWMLO4, and obtained VvMLO3-
edited grapevine lines with enhanced resistance to pow-
dery mildew. Our work suggests that CRISPR/Cas9-tar-
fondagione banfi geted mutagenesis is a valuable tool for generating
SANGUIS JOVIS disease-resistant grapevines.



CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis of WWMLO3

(b)

Qualigeniedita

CM3G240

results in enhanced resistance to powdery mildew

Dong-Yan Wan'?, Ye Guo'?, Yuan Cheng'?, Yang Hu'?, Shunyuan Xiao®, Yuejin Wang'? and Ying-Qiang Wen'?
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> Fig. 6 VvMLO3-edited grapevine plants show infection-triggered cell death, H,0, accumulation and CWAs. a The wild-type (WT) and two
8 WMLO3-edited heterozygous mutant grapevine lines grown under phytotron conditions for 6 months (bar = 10 cm). biRepresentative micrographs
© showing DAB- and trypan blue-stained epidermal cells of the WT and WMLO3-edited lines at 5 or 7 dpi. Red amowheads indicate trypan blue

— e banfi retention, and black arrowheads indicate H.0, accumulation (bar = 50 im). ¢ Representative images showing a trypan blue-stained leaf section of
(@) JOVIS WT or CM3G2-40 with a focus on either the epidermal layer or the mesophyll cell layer at 7 dpi (bars = 50 um). d Histochemical analysis of infection-
cC paneioves triggered CWAs of epidermal cells of the WT and the heterozygous CM3G2-40 mutant line at 7 dpi. Red arrowheads indicate haustoria (H), and black

arrowheads indicate infection-triggered CWAs (bars = 50 um).
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Stellenbosch University CRISPR
Grapevine Breakthrough Boosts Disease
Resistance and Drought Tolerance

Pioneering Gg=rY grapevines (Vitis vinifera), regeneration from edited cells is challenging owing to their

o research-r WOOdY nature. The SU team overcame this by optimizing protocols for embryogenic

callus induction and plantlet recovery. The VVDMRG6.1 gene, a salicylic acid (SA) modulator

<7 drought-tc ‘ _ . o ) ) _
and negative regulator of immunity, was selected because its inactivation in other crops

like tomato boosts disease resistance. In grapevines, knocking it out not only curbed

Researchers at Stelle

agricuitural biotechn: downy mildew progression but also upregulated ABA biosynthesis genes (VWNCED1and ¥
CRISPR/Cas9 technc

ke grapevine hasbe VVNCED3) and antioxidant defenses (VvSOD, VVAPX, VvSTS), revealing unexpected Jirs,
WDMRG gene. effe crosstalk between disease and drought pathways. s

result is grapevines t ,
~ = = = more rapldlg dUFIﬂg water stress, COUD|€C1 wiIth elevated levels of abscisic acld (ABA)

destructive fungal disease, while also demonstrating mproved water conservation under ey hormone for drought response. This smart physiological adaptation allows the plants

drought conditions. This dual benefit addresses two of the most pressing challenges to use water more efficiently without compromising growth.

facing South African viticulture: rampant disease outbreaks and intensifying water
scarcity driven by climate change.



DNA METHYLATION EDITING

Modificare la metilazione del DNA per accendere o spegnere un gene

dCas9 + DNMT3A
aggiunge gruppi metile

GENE SPENTO Promotore metilato

e x Nessuna

@ Gruppo metile
dCas9
. 2 o ) el trascrizione
— soRNA 72978 NONON YOI OT
@ Enzima metiltransferasi Promotore
(DNMT3A)
. dCas9 + TET1
GENE ACCESO  Promotore demetilato A —
l"[’l 1"[" '\[" "[" Trascrizione
\ y - . - Y H
RO NP\ { GENE K LT, attiva
Promotore

ma aggiungiamo o rimuoviamo gruppi metile per regolare 'espressione del gene.

IN SINTESI
Con il DNA methylation editing non cambiamo la sequenza del DNA, a METILATO &) a DEMETILATO
= gene spento = gene acceso




Decreto Legge Siccita
Approvato il 30 Maggio 2023




I primi esempi in Italia di prove TEA in campo

) Vittoria Brambilla
@ 10 nov 2024 - 2%
@;’ Vittoria Brambilla o Questa ¢ la seconda sperimentazione di piante TEA
24 giu 2024 - &% in Italia, sono viti resistenti alla peronospora della
bravissima Sara Zenoni dell' Universita di Verona.
s Radio3 Scienza & - Segui Trapiantate in Valpolicella a settembre sono state
24 giu2024 - Q coperte per ripararle dal freddo in attesa che

ripartano in primavera. Ci piace questa ltalia forte
nella ricerca, nell' innovazione e capace di f... Altro...

Dopo anni di studi, le prime piantine di riso
hanno messo radici a maggio. Ma pochi giorni
fa, il primo campo sperimentale coltivat... Altro...

'f\ N

j' ‘vé ;“. 'y
.'.‘ fon a‘““.“ﬁ OO clizia Villano e 47
&, 5 JOVIsS

Coor e Eb Mi piace Q Commenta @ Invia £ Condividi

Condivisioni: 3

00‘3’ Tu, Ignazio Verde Ragona e 117 Commenti: 6



Museo Nazionale Scienza e Tecnologia
Leonardo da Vinci - Segui
28 giu 2024 -

ﬂ ~ to gravemente danneggiato il primo campo
entale italiano nel quale era stato
ato riso TEA, sviluppato grazie a T... Altro...

Quando
l'innovazione
Incontra il

RIFIUTO

GRAVEMENTE DANNEGGIATO
fondazione banfi IL PRIMO CAMPO DI RISO TEA.
e o icuis rovis QUALI CONSEGUENZE?

ALTA SCEUDLA DEL SANGIO



La nuova

legge
europea

SsuUu _l _l e TE A Categoria 1 Categoria 2
L

N ‘ '
Approvata il - 5/\ ~ X Piante piu resistenti

17 giu 2026 i \' n
basso piu alto e parassiti
che modificano il DNA

Rischio Rischio a siccita, malattie
Meno input chimici,
piu produttivita
delle piante in modo mirato,

. ] v Niente OGM v Valutazione del rischio . .
veloce e senza inserire Wp Pil scelta e benefici

N NUOVA LEGGE EUROPEA SULLE NGT@

Le nuove tecniche genomiche per colture piu sostenibili

€@ cosASONOLENGT @) COME CAMBIA LA NORMATIVA  (€)) PERCHE E IMPORTANTE

Piu innovazione
per un’agricoltura
sostenibile

Tecniche di precisione : . ;
P Uguali alle piante Valutazione caso

convenzionali: per caso:

v Procedure autorizzative  Autorizzazione

eni estranei. e ’ er agricoltori,
¢ sl v Tracciabilita Eonsu?natori e ambiente
v Libera circolazione
nel’UE

]
Lo., [fondazione bani _(. OBIETTIVO: Un sistema normativo pili moderno, basato sulla scienza,
®,® " sancuis sovis per coltivare il futuro dell’Europa.

'y




Le limitazioni delle TEA

O La rigenerazione da cellule e/o tessuti modificati rappresenta ad oggi il
PRINCIPALE COLLO DI BOTTIGLIA!

O Lefficienza di rigenerazione & cultivar specifica.

o

Un protocollo di rigenerazione non puo essere universale.

O Ad oggi non disponiamo di protocolli per la rigenerazione di tutte le
principali varieta italiane.

O Per applicare le TEA abbiamo bisogno di conoscere i geni responsabili di
un determinato carattere.

O Molti di questi geni ad oggi sono ancora sconosciuti.

. ® fondazione banfi
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Mi
arrendo




Ci sono altre
tecniche..

Mi
arrendo



Il flusso dell'informazione genica

Dal DNA alle proteine al

fenotipo IFNFNFNFNFNG Replicazione del DNA

\\

Le informazioni vengono

trasferite dal DNA a

'una molecola di RNA. Le informazioni

vengono trasmesse
da una molecola
di DNA a un'altra.

Trascrizione

Le informazioni vengono passate ‘
dal’/RNA a una proteina attraverso
un codice che specifica per la
sequenza amminoacidica.

> Traduzione

: ° fondazione banfi
o ®
=
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E’ possibile modificare il flusso dell'informazione
genica?’

O Agendo sulle molecole di RNA attraverso I'RNA interference (RNA).

O E' un meccanismo mediante il quale alcuni frammenti di RNA (dsRNA) sono in grado di
interferire (spegnere) con l'espressione genica.

O FE un processo di silenziamento genico post trascrizionale.

O Questi frammenti di RNA sono complementari al’lRNA espresso dalla cellula (gene
target).

O 1l dsRNA pud essere prodotto dalla pianta modificata geneticamente oppure
applicato per via esogena.

o) fondazione banfi
[ ] .,‘
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Il meccanismo dell’RNAi

Spray-Induced Gene
Silencing (SIGS) in Crop
Disease Resistance

&
v

dsRNA
b L1 01 1

.

Dicer —=
o [ g, T

.

RISC——
Target . MM
mRNA

dsRNA enters into
plant cells

dsRNA binds to
dicer and is cleaved
into siRNA duplexes

SiRNA duplexes unwind

and one of the strands

is incorporated into the
RISC complex

siRNA binds to
complementary target
mRNA (e.g. viral mRNA)

Target mRNA is

MMTMMM cleaved
e A Cleaved mRNA is
»‘y, —— degraded in the cell
Disease resistance

Host-Induced Gene
Silencing (HIGS) in Crop
Disease Resistance

Genetic
modified
plant

dsRNA endogenous
RN expression of dsSRNA
Dicer —— 'dsRNA pinds to
o o e T dicer and is cleaved
g into SIRNA duplexes

RISC —— SiRNA duplexes unwind

. and one of the strands

SIRNA <. is incorporated into the
RISC complex

SiRNA binds to
Target .o complementary target
mi;?dA mRNA (e.g. viral mRNA)

Target mRNA is

uu%mhm Cleaved
.

y,. : Cleaved mRNA is
. P degraded in the cell

b

Disease resistance

Sergi et al., submitted



Applicazione esogena
del dsRNA

‘e fondazione banfi
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Quali geni disattivare con I'/RNAi?

Varieta resistenti Varieta suscettibili

Gene di resistenza <V) <‘X)
Gene di suscettibilita (.X) <V)

SSSSSSSSSSSS



Varieta’ georgiane resistenti a P. viticola

Vitis $4 (Special Issue), 193196 (2015)

Screening of Georgian grapevine germplasm for susceptibility to downy mildew
(Plasmopara viticola)

Vius 85, 121-128(2016) DOI: 10.5073/vitis, 201655, 121-128 N. Brsanze", M. Azxarasivint”, A. Viwcssi™, R. Cuseassvies”, 0. Faiia” and D. Macixabes
Y . X . ' oe . Tnstitute of Horteulture, Vitcultire and Ocnology. Agnculiural Universty of Georgaa, Thalist, Georgia
Evidence of resistance to the downy mildew agent Plasmopara viticola in the Dipartimento di Sciense Agrarie o Ambicotali, University of Milas, Milano, fialy

Georgian Vitis vinifera germplasm

S. L. Torrorarn™, G, Mapparixa®, D. Satosont”, D. Maaimaoze®, P, A, Biasco" and O, Fanza”

" Diparimento di Scienze Agrarie ¢ Ambientali, Universita degli Studi di Milano, Milano, taly
B Scientific — Rescarch Center of Agriculture, Thilsi, Georgia

Table 3

Average values of sporangiax10’/cm? of the accessions
and results of statistical analysis*

Accession Sporangia/cm’
N21F - Buza 125

| L22A - Mgaloblishvili 1.5 ab |
M22F - Jani Bakhvis 2.2 abc
L23A - Khushia Shavi 2.3 abe
M22E - Kamuri Shavi 2.4 abed
N23E - Imeruli Shavi 2.6 abed
M24C - Argvetula 3.2 abed
022B - Ubakluri 3.3 abed
L23F - Vertkvitchalis Shavi 3.9 abed
N24F - Acharuli Tetri 7.3 bed
023D - Didshavi 18.7 cd
L22B - Marguli Sapere 259d

*Mean values within the column followed by the same let-
ter are not significantly different at 0.05 significance level.

Riduzione incidenza della
malattia e sporulazione




Mgaloblishvili
versus P. viticola

O Riconoscimento del
patogeno

O Trasduzione del segnale
basato sull'etilene

O Risposta di resistenza basata
sulla sintesi di composti
antimicrobici ed enzimi che
degradano la parete fungina
e rinforzo della parete
cellulare della cellula

° fondazione banfi

SANGUIS JOVIS

Host cell wall

P. viticola hypha

1) Recognition

Haustorium

4) SAR

B-glucosidase
and BTB/POZ
domain-
containing

proteins
W,

Host cell membrane

Cytoplasm

3)

PAMP
receptors

Effector
receptor

2) Signaling
Resistance response © JAand SA

(

. L . catabolism
and synthesis of antimicrobial

- " Gibberellin
Structural barriers apposition
compounds and enzymes

& Ethylene

Y — —
~—
// SN

-~ .
/ Ethylene responsive

/ transcription factors

/

/

Activation of defense
genes

Toffolatti & De Lorenzis et al. 2018



Mgaloblishvili versus P. viticola

O Comparison between differentially expressed genes (DEGs) of Mgaloblishvili and Pinot
noir at 1 day after inoculation with P. viticola. (A) Venn diagram; (B) Heatmap of 600 DEGs
shared by Mgaloblishvili and Pinot noir. Green: upregulated genes; red: downregulated
genes. A B Color Key

- Correlation
Mgaloblishvili Pinot noir

4 2 0 2 4
|

740
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Il gene VVLBDIf7

Varieta resistenti Varieta suscettibili

Gene di resistenza <V) <XJ
Gene di suscettibilita (x_) <V)

Mgaloblishvili Pinot noir

LOB domain-containing
Protein (LBD) (_x) < V’

SANGUIS JOVIS Toffolatti & De Lorenzis et al. 2020



La famiglia genica degli LBD . oo

sviluppo degli organi laterali
formazione diradici e meristemi
sviluppo di foglie e infiorescenze
maturazione dei frutti/metabolismo
degli antociani
risposta a stress biotici e abiotici

PRESENTI NELLE
ANGIOSPERME

e non solo

Nonostante il loro ruolo chiave nello sviluppo e nelle risposte agli
stress, la famiglia LBD e ancora poco caratterizzata nella vite



Il silenziamento del gene VvVLBDIf7 con dsRNA

\

)

W water-treated
W dsRNA-treated

w
1

L'espressione del gene
VVLBDIf7 & ridotta a
cinque giornidopo il
trattamento con dsRNA

VviLBDIfT7 relative expression
i

-
1

Days after treatment Days after treatment

Na
AN

g o

H

£ La sporulazione di P.

g“‘* viticola é ridotta a sette
3 giornidopo il

gw trattamento con dsRNA
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fondm{ Days after treatment Days after treatment /
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Marciand & Ricciardi et al. 2021



Nuovi potenziali target LBD

fondazi
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Relative Gene Expression

dsRNA_VviLBDId4

Il silenziamento di geni S con dsRNA
riduce la suscettibilita a Plasmopara
viticola

 Atregiornidopoil
- - trattamento con dsRNA,
' ’espressione del gene
VviLBDId4 viene ridotta

dsRNA_VviLBDId4 Water

* Acinque giorni dopo il
trattamento con dsRNA,
foglie inoculate con P.
viticola presentano una
minore incidenza della
malattia

dsRNA_VviLBDId4

Treatment



Il silenziamento di geni S con dsRNA
riduce la suscettibilita a Plasmopara
viticola

* Atregiornidopolil
trattamento con dsRNA,
’espressione del gene
VviLBDIlla4 viene ridotta

c
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w
w
o
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o
c
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o
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* Acinque giorni dopo il
trattamento con dsRNA,
foglie inoculate con P.
viticola presentano una
minore incidenza della
malattia

dsRNA_VviLBDIla4 dsRNA_VviLBDIla4

Treatment




dsRNA versus Botrytis cinerea

Geni target del patogeno

O Geni: BcCYP51, Bechs1, and BeEF2, siti d'azion A Leaf spray
dei fungicidi
O Varieta: Moscato b b
’ b Bl BcdsRNA
O Riduzione dellincidenza della malattia in Bl GFP dsRMNA
campioni trattati con Bc dsRNA
B H0
] CTRL

Disease saverty (% bunch affected)

fondazione banfi

SO Nerva et al. 2020



Non solo avversita’ biotiche: dsRNA versus stress
idrico

() CTRLWS WGST40 WS
Recovery Recovery

O Gene: WGST40, glutatione S-transferase
(responsabile dellaumento dellABA)

O Varieta: Chardonnay

O Una volta reidratate, le piante trattate con dsRNA
VVGST40 si sono riprese completamente,
mostrando un fenotipo simile alle piante non
stressate, senza alcun danno evidente dovuto
alle condizioni di siccita applicate

fondazione banfi

SANGUIS JOVIS Nerva et al. 2021




sequenza delle molecole di dSRNA

o2

Ottimizzazioni dell’uso del dsRNA

Concentrazione, lunghezza e

fondazione banfi

SANGUIS JOVIS

El

Formulazioni che dovrebbe
prevenire la degradazione del
dsRNA e consentirne
I'assorbimento nelle cellule

Strategia di erogazione (bassa o
alta pressione)



‘o

2o

Le vescicole extracellulari

O Le vescicole extracellulari (EV) sono nanoparticelle naturali
che trasportano e distribuiscono varie molecole bioattive

O Le EV possono attraversare le barriere tissutali
O Le EV hanno versatilita nel caricamento
O Rilasciano facilmente il carico allinterno della cellula

O Sono estratte da scarti vegetali o da alghe
(https://www.evebiofactory.com/)

fondazione banfi

SANGUIS JOVIS




dsRNA+nanovescicole versus B. cinerea

O Utilizzo di nanovescicole artificiali (AV).

O |l trattamento con AV-dsRNA fornisce una
protezione prolungata contro B. cinerea nelle
foglie di vite.

O Le foglie sono state pretrattate con dsRNA
nudo o caricato sulle AV, per 1,7, 14 e 21
giorni, quindi inoculate con B. cinerea.

O Sono state misurate le dimensioni relative delle
lesioni sulle foglie.

° fondazione banfi
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dsRNA e agrofarmaci a confronto

Il dsSRNA rappresenta una tecnologia innovativa e piu sostenibile rispetto agli
agrofarmaci chimici tradizionali. Offre maggiore specificita e sicurezza per
I'ambiente e la salute umana, ma la sua applicazione e ancora in fase di
sviluppo. Gli agrofarmaci rimangono ampiamente utilizzati, ma il loro impatto
ambientale e il rischio di resistenza rappresentano sfide crescenti per
I'agricoltura moderna.

O L'RNAI & altamente specifico: O Gliagrofarmaci hanno un
il dSRNA é progettato per ampio spettro d'azione e
colpire un gene specifico, possono colpire diversi tipi
riducendo l'effetto su di organismi, incluse specie
organismi non target. non target.

O | dsRNA non siaccumulano O Gli agrofarmaci possono
nell'ambiente e non lasciano lasciare residui chimici, con
residui chimici, riducendo effetti a lungo termine su
cosi l'inquinamento. ecosistemi e salute umana.

O Laregolamentazione sui O Il numero di principi attivi
dsRNA é ancora in fase di consentiti dalla legge si
sviluppo in molti Paesi. riduce sempre di piu.

® fondazione banfi
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Take home messages

TEA e dsRNA esogeno Abbiamo l'esigenza di TEA e RNAi sono
sono opportunita per trovare nuovi target tecnologie giovani.
una viticoltura piu per TEA e dsRNA Abbiamo margini di
sostenibile e miglioramento
competitiva
:. fondazione banfi
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GRAZIE PER L’ATTENZIONE!
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