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Miglioramento 

genetico

• Patologie

Phytophthora spp.

Cryphonectria parasitica



Nuove 

tecnologie 

di breeding

Varietà elite Varietà donatrice 7 cicli di incroci

Varietà elite

Radiazioni

Rigenerazione

Varietà elite

Varietà     
elite

Selezione e incroci
Mutanti

Modificazione genica endogena



CRISPR/Cas9 in Castanea sativa

Studio ed identificazione dei geni di 

suscettibilità in Castanea sativa e 

della loro attivazione a seguito

dell’infezione da patogeni

1 2

Scopo del lavoro



• Geni legati alla proliferazione dei 

patogeni

• Il silenziamento potrebbe interrompere la 

compatibilità molecolare pianta-patogeno 

e introdurre una resistenza durevole 

• Mlo1, pmr4, dmr6, dnd1

• Identificatione dei geni S 

• Studio degll’espressione dei geni 

in C. sativa e C. crenata

Scopo

1

Studio ed identificazione dei geni di suscettibilità in Castanea sativa e della

loro attivazione a seguito dell’infezione da patogeni

Identificazione dei 
geni S sul genoma 

di C. mollissima

Studio dei 
geni

Profilo 
trascrizionale

inoculazione delle 
piante con i patogeni e 

campionamento

Estrazione di DNA Estrazione di RNA

Quantificazione 
del patogeno

Espressione 
dei geni S

Schema sperimentale



21 piante inoculate con Phytophthora cinnamomi

21 piante inoculate con Cryphonectria parasitica

5 giorni

7 giorni



Phytophthora cinnamomi

Cryphonectria parasitica



Profilo Trascrizionale

Phytophthora cinnamomi



Cryphonectria parasitica

Profilo Trascrizionale



Conclusioni

• Identificazione dei geni di Suscettibilità in C. sativa e C. crenata

• Il gene Pmr4 è espresso durante l’infezione di entrambi i patogeni in C. sativa

• Il gene Dmr6 è espresso solo a seguito dell’ infezione di P. cinnamomi in C. sativa

• Utilizzo dei geni candidati in programmi di genome editing 



• Primo esempio di CRISPR/Cas9 
in embrioni somatici di C. sativa

• Editing del gene della fitoene desaturasi (pds) 

Scopo

2
CRISPR/Cas9 in Castanea sativa



Studio del gene della pds, 

annotazione dei domini ed analisi 

filogenetica

Costruzione 

del vettore

Trasformazione genetica

Valutazione dell’efficienza di 

editing

Rigenerazione delle piante



Vettore CRISPR/Cas9



Embrioni somatici in coltura

Immersione degli embrioni 
nella sospensione con 
Agrobacterium CAS9:pds

Trasferimento sul terreno di 
selezione per 5 giorni Lavaggio degli embrioni 

con cefotaxime

Dopo 8 settimane in 
coltura sul terreno di 
selezione, conferma degli 
embrioni resistenti

Analisi molecolare degli 
embrioni resistenti

Estrazione del DNA

Amplificazione del gene 

Sequenziamento Sanger

Analisi dei cromatogrammi

Protocollo di trasformazione



4 Linee embriogeniche W1-W4

Vernalizzazione Germinazione

7%

W1

13%

3% 2%

W1 W2 W3 W4

50%

30%

13%
6%

W2 W3 W4



94%

77%

35% 37%

80% 80%

28%
36%

Silenziamento

Efficienza di editing



• Primo esempio di CRISPR/Cas9 in Castanea sativa

• 4 linee di embrioni che mostrano il fenotipo albino

• La linea W1 ha mostrato la maggiore percentuale di editing 

(94% per il gRNA1 e 80% per il gRNA2)

• Questo lavoro apre la strada a future trasformazioni utilizzando 

geni interessanti, coinvolti in diversi processi biologici.

Conclusioni



Ricerche in corso e sviluppi futuri 

Isolamento di 

protoplasti e 

trasfezione con 

ribonucleoproteine

Messa a punto di un 

protocollo di coltura in vitro 

per le varietà ‘Marrone’ e 

‘Garrone rosso’ CRISPR/Cas9 con i 

geni pmr4 e dmr6 e 

valutazione dei 

trasformanti 



Grazie per l’attenzione!!!


