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Le nuove biotecnologie per 

la resistenza a Sharka in 

pesco
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E’ una delle malattie più dannose per

tutto il genere Prunus

E’ causata dal Plum Pox virus, genere

Potyvirus

Fonti di resistenza (dominante) sono

presenti in P. armeniaca e in specie

affini, ma nessuna in pesco

Incroci interspecifici sono stati effettuati

per introgredire la resistenza dalle

specie affini

Sharka delle drupacee
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Plum Pox virus, codifica per 10 proteine.

Per compiere il suo ciclo infettivo nella pianta il virus recluta proteine dell’ospite.

L’assenza o la parziale funzionalità di queste proteine porta ad una resistenza recessiva

totale o parziale nei confronti del virus.

Resistenza recessiva
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Geni di suscettibilità

I geni che codificano per queste

proteine sono detti geni di suscettibilità

Codificano per fattori necessari al 

patogeno per compiere il suo ciclo

infettivo, ma hanno anche un ruolo

costitutivo nella cellula e/o nella vita 

della pianta.

Sono altamente conservati nelle specie 

vegetali

La caratterizzazione di un sistema

pianta-patogeno in una specie modello

può essere trasportata alle specie 

coltivate

Prunus domestica
Wang et al. 2013
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eIFs as a Control Target for Viruses

Montero et al. 2015

Geni di sucettibilità: fattori di inizio della traduzione degli eucarioti (eIF)

https://www.researchgate.net/publication/272507252_eIF4E_as_a_Control_Target_for_Viruses
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CRISPR/Cas 9: knock-out di eIF in pesco

5.6 
kbp

gRNA1 gRNA2

430
bp

P. persica
eukaryotic Initiation Factor

Disegnate due guide per una delezione di 430bp

Risequenziamento nelle cultivar utilizzate
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CRISPR/Cas 9: vettori utilizzati per il knock-out di eIF in pesco

Xing et al 2014 Baltes et al 2014

Vettore plasmidico

(U6-26p)-(Target-1)-(gRNA-Sc)-(U6-26t)-(U6-29p)-(Target-2)-(gRNA-Sc)-(U6-26t)

Clonati 2 RNA-guida in tandem

Vettore derivato da 

geminivirus
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Diffusi in tutto il mondo, infettano un’ampia

varietà di specie vegetali mono e

dicotiledoni

Genoma circolare a ssDNA piccolo ∼2.8 Kb

contenente 4-6 ORF

Richiedono solo la proteina Rep/RepA per

iniziare la replicazione all’interno della

cellula ospite

I Geminivirus (fam. Geminiviridae)

Struttura genomica dei geminivirus

MP: movement protein, CP: coat protein, LIR and SIR: long and short intergenic regions; Rep/RepA: 

replication associated protein
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I geni virali non necessari sono rimossi e sostituiti con i geni di interesse. Il movimento

all’interno avviene tramite inserimento nel T-DNA di Agrobatterio

Vettore virale ‘decomposto’ inserito in Agrobatterio

Zaidi and Mansoor 2017
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Cotiledoni

Asse embrionale

Trasformazione e rigenerazione in pesco

Efficienza di rigenerazione molto bassa

Genotipo-dipendente e spesso limitata a tessuti derivanti da seme

Infezione con Agrobatterio
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Screening molecolare trasformanti

Prelievo foglie germogli infettati

Disegno dei primer sul gene e sulla Cas9

Estrazione del DNA
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Screening tramite PCR Screening tramite sequenziamento Sanger

Identificazione della delezione di ~400bp Identificazione in/del di poche basi

WT 3 4 5 6 7 8 9 101 2
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CRISPR/Cas 9: knock-out di eIF in pesco

Disegno della guida sul 1° esone

eIF

Clonaggio (Golden Braid)

Verifica costrutti

Trasformazione 
in Agrobatterio
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Il complesso enzimatico è una endonuclease Cas9 inattiva (dCas9) o una nickase

Cas9 (nCas9), che conserva la capacità di legarsi al DNA tramite sgRNA

Base editing: sostituzioni puntiformi
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2 tipi fondamentali di base editor: 

Cytosine Base Editor (CBE) C -> T 

Adenine Base Editor (ABE) A -> G

Mishra et al. 2019
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ClYVV - Clover Yellow Vein Virus

appartenente alla famiglia

Potyviridae

Allele resistente di Pisum sativo :

eIF4E modificato - mantiene il suo

ruolo nell’inizio della traduzione ma

porta mutazioni non sinonime che

impediscono l’interazione con il virus

Base editing: ‘copiare’ resistenza recessiva presente in natura
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6 sostituzioni AA identificate

la sostituzione N176K in A. thaliana conferisce resistenza a diversi virus senza

avere alcun effetto negativo sullo sviluppo della pianta stessa

Confronto tra  eIF4E di P. sativum (R) e A. thaliana (S)

Bastet et al. 2018

A. thaliana
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Asp

Sistema molto efficiente, ottenute 50% di piante T1 modificate

Shimatani et al. 2017

Crispr/Cas9 base editing: transversione C->G

Bastet et al. 2019
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Homology modelling

Base editing: eIF in pesco?

Studio in silico dell’effetto di mutazioni

puntiformi sulla struttura della proteina

eIF di pesco
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Highthroughput SNP genotyping e studi di genetica

Saturazione di mappe di associazione,

analisi dei QTL in popolazioni biparentali

e multiparentali - Pedigree Based

Analysis, Genomics Selection, GWAS

9K Infinium Illumina SNP Chip
Verde et al. 2012
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Localizzazione di geni e QTL che controllano 

diversi caratteri

Caratterizzazione della variabilità fenotipica 

Correlazione genotipo/fenotipo
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Linkage Analysis e Association Mapping

Zhu et al (2008) The Plant Genome 1:5–20

Due diversi approcci per descrivere la variabilità osservata a livello fenotipico:

• E’ necessario sviluppare una popolazione

per ogni carattere che si vuole studiare

• Il QTL identificato è popolazione-specifico

• Spesso utilizzo di genotipi con scarso

valore agronomico

• Necessarie popolazioni ampie per ottenere

una risoluzione adeguata del QTL

• Sfrutta la variabilità esistente in una

popolazione naturale, come le collezioni di

germoplasma

• E’ possibile mappare molti caratteri diversi

in un’unica collezione

• Risoluzione maggiore

• Si basa sul Linkage Disequilibrium
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Linkage Disequilibrium (LD) 

Associazione non casuale di alleli in due o più loci.

Differenza tra le frequenze alleliche osservate e attese (distribuzione casuale dovuta

all'assortimento indipendente).
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LD e Association Mapping

In esperimenti di GWAS solo una piccola

proporzione delle varianti genetiche associate

al fenotipo viene direttamente misurata.

Le varianti causali non genotipizzate possono

essere identificate in maniera indiretta tramite

correlazione del fenotipo con un marker in LD

con queste.
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Conoscere il livello di LD è essenziale per progettare un esperimento di association mapping

Rafalski et al. 2002

Disegno sperimentale
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Suddivisione della popolazione in sottogruppi distinti.

Dovuta a deriva genetica, domesticazione, selezione ecc.

Frequenze alleliche tra le sottopopolazioni significativamente differenti

Popolazione non strutturata Popolazione strutturata

Struttura di popolazione



Analizzate 1580 accessioni di Prunus

1240 accessioni uniche

Genome Wide Association Analysis (GWAS) in pesco

Micheletti et al. 2015



Struttura di popolazione: evoluzione della specie

Identificati 3 sottogruppi:

P1 Occidentale Breeding

P2 Occidentale Tradizionale

P3 Orientale

PCA

STRUCTURE

domesticazione
disseminazione

breeding
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Domesticazione e 
disseminazione del pesco

Verde et al. 2013
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Linkage Disequilibrium e LD decay

Decadimento del valore medio del linkage

disequilibrium in funzione della distanza

Decadimento più veloce negli Admitxure

Alti livelli di LD in tutti i cromosomi

3 blocchi tra 1.2 e 2 Mb comuni a tutti i

sottogruppi in CH4 e Ch5

Altri blocchi sparsi a mosaico

Ch 4

Recombination cold-spot
Artificial selection
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Fenotipizzazione: 7 caratteri qualitativi

Caratteri analizzati

Tomentosità del frutto (G/g)

Forma del frutto (S/s)

Colore della polpa (Y/y)

Polpa melting/non melting 

(F/f/f1)

Acidità titolabile (D/d)

Ghiandole fogliari (E/e)

Tipo di fiore (Sh/sh)

pesca

nettarina

platicarpa

rosaceo campanulaceo

aglandolare globose reniformi



Associazione genotipo-fenotipo: risultati

Identificate associazioni significative per tutti i 7 caratteri esaminati nelle regioni

genomiche già note.

Manhattan Plot

Linkage 

Disequilibrium alto

aplotipi di SNP 

possono essere

maggiormente

predittivi del singolo

marcatore

aplotipi popolazione-

dipendenti scelti in 

base alla frequenza

degli aplotipi nei

parentali



Associazione genotipo-fenotipo: risultati

Geni causali già identificati per: 

Colore della polpa (Y/y)

Polpa non-melting/melting (F/f/f1)

Tomentosità del frutto (G/g) 

Per i caratteri I cui geni causali erano già noti, lo SNP più strettamente associato

si trova ad una distanza equivalente a circa 1.9 cM dalla 5’-UTR del gene

838 Kb upstream gene

875 Kb upstream gene

849 Kb upstream gene
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Costituzione di una reference population di pesco

169 varietà (1262 iniziali) e 234 piante (1464 iniziali) da progenie di incrocio
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PeachRefPop replicata in 5 siti Europei

Strumento per studi di genetica

che tengano conto dell’interazione

genotipo x ambiente
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Grazie per l’attenzione


