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ABSTRACT

Questo studio analizza 1’espressione genica durante le fasi dello sviluppo della
cariosside in frumento duro, cultivar Svevo. Recentemente il gruppo di ricerca di
Genetica Agraria dell’Universita di Bologna, in collaborazione con gruppi di ricerca
internazionali, ha risequenziato e assemblato il genoma per ottenere una nuova versione
del genoma di riferimento di alta qualita, accoppiato ad una nuova e piu completa

annotazione strutturale e funzionale dei geni.

Dopo aver analizzato il trascrittoma in diversi stadi di sviluppo della cariosside tramite
un approccio RNA-Seq, sono stati identificati i fattori di trascrizione e relativi network
di regolazione dell’espressione genica, permettendo di individuare i network di

regolazione del processo di accumulo di proteine nelle cariossidi.

I geni identificati quali regolatori di differenziamento, sviluppo e accumulo di amido e
proteine nelle cariossidi rappresentano importanti target del miglioramento genetico di

questa specie, per aumentare la resa e la qualita della produzione.

Il frumento duro costituisce una porzione ridotta della produzione totale di frumento,
ma la ricerca effettuata su questa specie e fondamentale poiché permette di identificare
variabilita genetica utile anche per il miglioramento del tenero. Le due specie, infatti,
nonostante la diversa ploidia (tetraploide il frumento duro ed esaploide il tenero)
condividono i due genomi A e B. Varianti geniche identificate quali responsabili di tratti
fenotipici di interesse agronomico possono quindi essere utilizzati nel breeding di

entrambe le specie.

Questo lavoro rientra in un progetto piu ampio, ossia la creazione di un atlante di
espressione di tutti i geni annotati nella nuova versione del genoma di frumento duro.
Fra gli obiettivi di tale progetto vi € anche quello di comprendere i due processi chiave
nella determinazione della resa, ovvero la formazione delle spighe e lo sviluppo della

cariosside, sul quale si e focalizzato questo lavoro di tesi.






INTRODUZIONE

1.1 Origine, evoluzione e domesticazione del frumento

Il frumento (Triticum spp.) € un cereale appartenente alla famiglia delle Poaceae (Peng
et al., 2011). Questo cereale € una coltura di primaria importanza a livello globale, con
una produzione di oltre 770 milioni di tonnellate su una superficie di 220 milioni di

ettari al 2021 (https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL/visualize). | prodotti che ne

derivano hanno un ruolo fondamentale nella dieta umana in tutto il mondo, sia come

fonte di proteine che di carboidrati (Gustafson et al., 2009).

In base al livello di ploidia e grado di domesticazione il genere Triticum e suddiviso in
sei specie principali: Triticum monococcum L. (diploide con genoma AA), Triticum
urartu (diploide con genoma AA); Triticum turgidum L. (tetraploide con genoma
AABB); Triticum timopheevii (tetraploide con genoma AAGG); Triticum aestivum L.
(esaploide con genoma AABBDD) e Triticum zhukovskyi (esaploide con genoma
AAAAGG) (Matsuoka, 2011). Di queste, T. urartu si trova solo nella forma selvatica,
T. aestivum e zhukovskyi solamente nella forma coltivata, mentre T. monococcum,

turgidum e timopheevii includono sia forme selvatiche che domesticate.

In particolare, all’interno di T. turgidum si distinguono diverse sottospecie, tra le quali
la subsp. dicoccoides, selvatica, la subsp. dicoccon (o dicoccum, corrispondente al farro
coltivato), la subsp. durum (corrispondente al frumento duro) e le subsps. polonicum,

turanicum, turgidum e carthlicum (Matsuoka, 2011).


https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL/visualize
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Fig. 1: evoluzione delle specie del genere Triticum (Harris et al., 2014)

L’evoluzione dei frumenti ¢ quindi il risultato di numerosi eventi sia indipendenti che
successivi di poliploidizzazione e speciazione, seguiti da domesticazione e selezione.
Per esempio, circa 300-500.000 anni fa ¢ avvenuto in natura I’incrocio tra le specie
selvatiche T. urartu (genoma AA) ed Aegilops speltoides (SS), che ha dato origine al
farro selvatico T. turgidum subsp. dicoccoides (AABB) (Peng et al., 2011). Con la
nascita dell’agricoltura, avvenuta circa 10.000 anni fa, ha avuto inizio la raccolta,
domesticazione e coltivazione del farro selvatico, che & stato inconsapevolmente
selezionato fino ad ottenere il farro coltivato (T. turgidum subsp. dicoccum, AABB). E
da quest’ultimo che ha avuto poi origine il frumento duro con un successivo evento di

domesticazione e selezione (T. turgidum var. durum, AABB) (Haas et al., 2019).

Infine, circa 8000 anni fa, tramite ibridazione spontanea fra Aegilops tauschii (genoma
DD) e T. turgidum si € ottenuto il frumento tenero esaploide (T. aestivum, AABBDD)
(Haas et al., 2019).



1.2 Ruolo del frumento duro nell’alimentazione e prospettive future

All’interno del genere Triticum, le due specie pit importanti per I’agricoltura moderna
sono T. aestivum (frumento tenero, esaploide) e T. turgidum subsp. durum (frumento
duro, tetraploide). Il primo costituisce circa il 95% della produzione mondiale di
frumento, con un areale di coltivazione estremamente vasto (si trova infatti in tutti i
continenti), ed ¢ destinato alla produzione di pane e all’ambito dolciario. Il frumento
duro invece rappresenta solamente il 5% circa della produzione di questo cereale
(concentrata principalmente nel bacino Mediterraneo), ed ¢ utilizzato per ottenere pasta
e couscous (Shewry, 2009).

Nonostante I’espansione e la rilevanza economica del frumento duro siano
estremamente ridotte rispetto a quelle del frumento tenero, le analisi genetiche effettuate
su questa specie sono di fondamentale importanza, poiché il tenero condivide con esso
due terzi del suo genoma. Il genoma piu semplice di T. turgidum subsp. durum
(tetraploide, a differenza di T. aestivum, che e una specie esaploide) e il suo ciclo di vita
piu breve sono aspetti vantaggiosi che fanno si che venga utilizzato come specie modello

nell’ambito della ricerca genetica sul frumento (Chen et al., 2023).

In vista delle sfide che I'uomo dovra affrontare in un futuro prossimo, soprattutto per
quanto riguarda il cambiamento climatico e 1’aumento della popolazione mondiale, il
miglioramento genetico assume un ruolo centrale per aumentare la produttivita del
frumento senza tralasciare 1’adattamento della sua coltivazione alle nuove e piu ostili

condizioni climatiche.

Il cambiamento climatico costituisce una grave minaccia per la sicurezza alimentare.
Secondo I’IPCC Report del 2023, le emissioni di gas climalteranti legate all’attivita
umana hanno causato un aumento della temperatura media globale di 1.1°C rispetto al
periodo 1850-1900 e si prevede che, con le attuali norme di mitigazione del
cambiamento climatico in vigore a livello mondiale, essa si alzera di 2.2-3.5°C entro il
2050. Le conseguenze previste sono devastanti, con eventi estremi (quali ondate di
calore e forti precipitazioni alternate a lunghi periodi di siccita) sempre piu frequenti e
perdite di biodiversita inestimabili (Calvin et al., 2023). E noto da tempo che il grano
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risente fortemente degli stress da caldo, in particolare in fase di riempimento della
cariosside: I’attivita dell’enzima amido sintasi € limitata a temperature superiori ai 20°C
(Keeling et al., 1994) e la fotosintesi fogliare e della spiga rallentano con le alte
temperature, riducendo I’apporto di fotosintetati alla cariosside (Blum et al., 1994).
L’aumento della temperatura e delle ondate di calore estremo mettono quindi in dubbio

la stabilita produttiva del frumento.

Allo stesso tempo, secondo la Food and Agriculture Organization é prevista una crescita
di popolazione a livello mondiale fino a 9.1 miliardi al 2050, con un conseguente
aumento della domanda di cereali (destinati sia all’alimentazione umana che a quella
animale) dello 0.9% (i consumi passerebbero da 2.1 miliardi a oltre 3 miliardi di
tonnellate all’anno). La produzione del frumento dovrebbe arrivare a 908 milioni di
tonnellate annue. Questa crescita verra sostenuta quasi interamente da un aumento della
resa della coltura (che dovrebbe passare da 2.8 a 3.8 tonnellate per ettaro nei prossimi
30 anni), in quanto € prevista una riduzione della superficie ad essa dedicata
(Alexandratos & Bruinsma, 2012b).

Di fronte a un quadro simile il ruolo del miglioramento genetico € cruciale per
mantenere alti gli standard produttivi di questa pianta e al contempo fare fronte alle
esigenze dettate dalla crisi climatica: la sfida da affrontare € quella di sviluppare varieta
con maggiore tolleranza nei confronti dello stress da caldo, piu adatte a sistemi agricoli
conservativi (meno impattanti sull’ecosistema circostante, che richiedano quindi meno

input) ma allo stesso tempo con un’elevata produttivita e stabilita della produzione.

1.3 Sviluppo della cariosside di frumento

La cariosside e la porzione della pianta di frumento che viene raccolta per essere
destinata all’alimentazione umana. Comprendere i processi che ne determinano lo
sviluppo e i meccanismi che regolano tali processi e essenziale per poter attuare strategie
di miglioramento genetico che permettano di supportare un aumento della resa sia in

termini quantitativi che qualitativi.
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La fioritura (o antesi) del frumento, cleistogama, avviene pochi giorni dopo la spigatura
(ossia la fuoriuscita della spiga dalla guaina fogliare grazie all’allungamento del
peduncolo). | filamenti degli stami aumentano di 6-8 volte la loro dimensione, e sulla
punta delle antere appaiono due pori, dai quali viene rilasciato il polline. Esso cade sugli

stigmi piumosi e in seguito avviene la doppia impollinazione (autogama) all’interno del

carpello (https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl).

La cariosside si forma in seguito alla doppia fecondazione, ossia la fusione dei due
nuclei polari dell’ovario con un nucleo pollinico all’interno del sacco embrionale (dalla
quale si ottiene I’endosperma, un tessuto triploide che costituisce 1’80% della cariosside
matura ed e composto principalmente da granuli di amido) e la fusione del secondo
nucleo pollinico con la cellula uovo (che determina la formazione dello zigote diploide,

dal quale avra origine I’embrione) (Shewry et al., 2012).

Lo sviluppo della cariosside, che segue la doppia fecondazione, puo essere diviso in 3

macrofasi:

I. Nei primi 14 giorni dopo la fecondazione avvengono la divisione ed
espansione cellulare, con formazione della struttura della cariosside;

i. Segue il riempimento della cariosside (14-28 DPA, Days Post Anthesis),
grazie al deposito di amido e proteine di riserva di varie classi e
prevalentemente prolammine (glutenine e gliadine) all’interno delle cellule
dell’endosperma. Esso termina circa 35 DPA.

iii. 11 28° giorno circa ha inizio la disidratazione cellulare, che coincide anche
con la sintesi ed accumulo di proteine protettive (proteine LEA, Late
Embryogenesis Abundant). Si raggiungono infine la maturita fisiologica 42
giorni dopo la fertilizzazione e quella di raccolta una o due settimane dopo
(Wan et al., 2008).
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Fig. 2: fasi dello sviluppo della cariosside di frumento (Shewry et al., 2012)

Piu in dettaglio, nei primi 2 giorni dopo la fecondazione, nel nucleo triploide hanno
luogo diverse divisioni mitotiche che determinano la formazione di un’unica cellula
plurinucleata. Essa si suddivide in cellule separate nei primi 4 giorni dalla fecondazione,
e contemporaneamente si osserva una prima differenziazione cellulare: le cellule piu
esterne vanno a costituire lo strato aleuronico, mentre gli strati piu interni vanno a
costituire ’endosperma amilaceo. La divisione cellulare dell’endosperma prosegue per
circa due settimane dall’antesi (14 DPA), in seguito la sua crescita prosegue unicamente
grazie all’estensione cellulare. La sintesi e 1’accumulo di sostanze di riserva
(principalmente amido e proteine) inizia 10 DPA. La divisione dell’aleurone invece
continua fino a 19 DPA (Shewry et al., 2012).

L’embrione si forma dalla divisione della cellula uovo fecondata, che ha luogo nella
prima settimana dopo I’antesi. Fino a 5 DPA appare come una struttura globulare senza
una chiara differenziazione cellulare, mentre da 7 DPA appare un piccolo solco sul dorso
della cariosside, a conferma dell’avviata differenziazione

(https://www.cerealsdb.uk.net/cerealoenomics/cqi-bin/grain3.pl). L’embrione maturo

costituisce circa il 3% del peso secco della cariosside matura (Shewry et al., 2012).

Embrione ed endosperma sono circondati dai tegumenti, derivati da tessuti di origine

materna (alcuni strati della parete dell’ovario) (Wan et al., 2008).
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Fig. 3: fotografie di fiore e cariossidi agli stadi di sviluppo oggetto di campionamento in questo studio (adattato

da https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl)

La fase di riempimento della cariosside (macrofase ii), che dura circa 2 settimane, puo
essere suddivisa in 3 sottofasi: maturazione lattea (Medium Milk stage, da 11 a 16 DPA),
maturazione cerosa (Soft Dough stage, da 17 a 21 DPA) e maturazione fisiologica (Hard

Dough stage, da 21 a 30 DPA) (https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-
bin/grain3.pl).

Durante la maturazione lattea inizia il riempimento della cariosside, che risulta essere
ancora molto morbida e con pericarpo di colore verde sotto un’epidermide trasparente.
In questa fase I’embrione ¢ ancora facilmente separabile dal resto della cariosside e
sviluppa rapidamente, assumendo una forma allungata. Le cellule dell’endosperma
continuano a dividersi e si formano compartimenti nell’endosperma. I primi granuli di
amido di grosse dimensioni (tipo A) appaiono a 16 DPA, cosi come lipidi e proteine.
Appare anche lo strato aleuronico, a circa 12 DPA

(https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl).
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A 16 DPA lo scutello (il cotiledone delle graminacee) ¢ ben definito e 1’embrione
utilizza le riserve di amido dell’endosperma vicino allo scutello per sostenere il proprio

sviluppo (https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl).

A circa 21 DPA, con il raggiungimento della maturita cerosa, le cariossidi raggiungono
il loro peso fresco massimo ¢ il loro colore esterno vira da verde a giallo. L umidita
della cariosside ¢ ancora elevata, ma i contenuti dell’endosperma sono diventati semi-
solidi. A questo stadio il rischio di allettamento € massimo. La divisione cellulare
dell’endosperma si arresta, € al suo interno si trovano granuli di amido di tipo A e B.
L’embrione raggiunge la meta della sua dimensione finale e si nutre delle cellule
dell’endosperma piu prossime ad esso

(https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl).

Allo stadio di maturazione fisiologica la cariosside raggiunge una colorazione dorata.
Dopo aver raggiunto la sua velocita massima, I’accumulo di proteine ed amido cessa.
Avviene la morte delle cellule dell’endosperma, in preparazione all’essiccazione della
cariosside. Le cellule dell’endosperma piu esterne hanno il massimo contenuto proteico.
Nell’endosperma ci sono granuli di amido di tipo A (di maggiori dimensioni, ellittici) e
B (piu piccoli e sferici). Le cellule dello strato aleuronico producono proteine di riserva
e antiossidanti, associate all’osmoprotezione e alla tolleranza all’essiccazione.
L’embrione ¢ completamente sviluppato e accumula le sue sostanze di riserva
(principalmente triacilgliceroli e proteine osmoprotettive, utili per la sopravvivenza
all’essiccazione). Lo scutello, che ha lo scopo di fornire sostanze di riserva all’embrione
durante la germinazione, inizia ad aderire all’endosperma

(https://www.cerealsdb.uk.net/cerealgenomics/cgi-bin/grain3.pl).

1.4 Analisi trascrittomica

La trascrittomica € una branca della genetica che si occupa dello studio del trascrittoma
di un organismo, ossia I’insieme dei trascritti (mRNA, tRNA, rRNA e altri RNA non

codificanti) che si trovano nelle sue cellule in un dato momento. La trascrittomica
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permette di rilevare i livelli di espressione dei geni di un organismo in diverse
condizioni, in diversi tessuti o in diversi momenti (ad esempio a diversi stadi di sviluppo
dell’organismo oggetto di studio), puo essere utilizzata per confrontare i livelli di
espressione dei geni in diversi organismi e inoltre puod essere utile nell’identificare la

funzione di un gene (Dong & Chen, 2013).

| primi tentativi di svolgere analisi trascrittomiche sono avvenuti all’inizio degli anni
’90 del secolo scorso, con la pubblicazione di un articolo nel 1991 relativa al primo
tentativo di catturare sequenze di mRNA trascritte nel cervello umano. La tecnologia
utile a questa disciplina si & evoluta molto rapidamente, e nel 2015 erano gia disponibili

trascrittomi di centinaia di organismi (Lowe et al., 2017).

Ad oggi sono due le tecniche prevalentemente utilizzate per le analisi trascrittomiche: i
microarray, che quantificano 1’espressione di sequenze predeterminate, ¢ I’RNA
sequencing (RNA-Seq), che cattura invece tutte le sequenze presenti nel campione

analizzato (Lowe et al., 2017).

| microarray sono composti da decine di migliaia di oligonucleotidi, che rappresentano
delle sonde fissate ordinatamente su superfici solide (come il vetro), per cui per ogni
posizione sulla matrice solida si conosce la sequenza degli oligonucleotidi ivi fissati.
Per eseguire questa analisi & necessario estrarre un campione di RNA e trattarlo in modo
tale da rendere i frammenti di trascritti fluorescenti. Una volta posizionato il campione
sul substrato, in caso di complementarita tra un frammento di RNA trascritto e un
oligonucleotide, si ha ibridazione tra i due e quindi il frammento rimane adeso al
substrato anche in seguito al lavaggio di quest’ultimo. Osservando le posizioni del
substrato in cui viene emessa fluorescenza e la sua intensita & possibile comprendere

quali geni sono espressi e quantificarne 1’espressione (Govindarajan et al., 2012).

RNA-Seq costituisce la combinazione di metodi di high-throughput sequencing e di
analisi computazionali per quantificare i trascritti presenti in un estratto di RNA.
Rispetto al microarray, permette di analizzare tutte le sequenze presenti in un campione
(e non solo quelle gia conosciute e posizionate sulla matrice) e necessita di minori
quantita di RNA per poter ottenere buoni risultati (Lowe et al., 2017).
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Le tecniche di sequenziamento piu diffuse sono quelle di NGS (Next Generation
Sequencing); per poterle applicare ¢ necessario convertire I’RNA in cDNA
(complementary DNA). | protocolli piu utilizzati sono quelli forniti da Illumina (che
prevede il sequenziamento per sintesi di molti frammenti in parallelo) e PacBio (che
permette il sequenziamento per sintesi di singole molecole) (Kukurba & Montgomery,
2015). Le sequenze ottenute possono essere poi allineate a un genoma di riferimento

oppure si puo fare assemblaggio delle reads de novo (Lowe et al., 2017).

Grazie a questo approccio é possibile affrontare I'analisi sistematica di numerosi geni,
idealmente tutti quelli coinvolti in un determinato processo di sviluppo o
differenziamento, analizzandoli simultaneamente. In particolare, gli esperimenti volti
alla determinazione delle dinamiche di espressione e di interazione genica Ssi
avvantaggiano di schemi sperimentali di tipo “time-course”, ove tessuti e organi
vengono campionati a stadi di sviluppo multipli e successivi, in modo da consentire di
monitorare la dinamica dell’espressione genica in tempi successivi, e quindi formulare
ipotesi di regolazione e di interazione, successivamente da validare con tecniche
molecolari. Grazie alle tecnologie di sequenziamento di nuova generazione, infatti,
I’espressione dell’intero set di geni di un organismo puo essere determinato in modo
preciso e a basso costo, rendendo possibile lo studio globale della regolazione
trascrizionale dei processi di sviluppo o della risposta a stress biotici e abiotici. Le
analisi trascrittomiche in questi ultimi anni hanno quindi permesso di identificare geni
chiave nella regolazione dello sviluppo di numerose specie, andando a costruire vere e

proprie mappe o atlanti di espressione nelle maggiori specie vegetali.

1.5 Precedenti studi sui meccanismi di regolazione dello sviluppo della cariosside

Numerosi sono gli studi di trascrittomica focalizzati sullo sviluppo della cariosside in
Triticum, eseguiti negli ultimi anni proprio grazie alla diffusione delle nuove tecniche

di sequenziamento NGS (Next Generation Sequencing).
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La maggior parte di essi si focalizza sul frumento tenero, in quanto esso costituisce la
specie prevalentemente coltivata e dal maggior impatto economico a livello globale.
Grazie ad analisi trascrittomiche e stato possibile individuare geni differenzialmente
espressi a diversi stadi di sviluppo della cariosside e relativi fattori di trascrizione e
identificare i loro network di regolazione. Di seguito sono brevemente riassunti i risultati

descritti in alcune pubblicazioni inerenti analisi trascrittomiche svolte su frumento.

Lo studio di Wan et al. (2008), per esempio, riporta 1’identificazione dei geni
differenzialmente espressi a 6, 10, 12, 21, 28 e 42 DAA (Days After Anthesis) nella
varieta di frumento tenero Hereward. L’andamento dell’espressione di questi geni ¢
stato successivamente studiato anche in condizioni di stress termico e/o carenza idrica.
L’ effetto maggiore osservato ¢ 1’accelerazione del processo di sviluppo, ma sono stati
individuati anche geni influenzati in maniera piu diretta. Fra i DEGs (Differentially
Expressed Genes) hanno identificato 9 fattori di trascrizione sui quali hanno svolto
analisi piu approfondite per identificarne il ruolo. Fra di essi, uno appartenente alla
famiglia TaNAC (coinvolto nella regolazione dei processi di sviluppo e di risposta agli
stress abiotici), TaEmBP e TaVPI, coinvolti nella maturazione dell’embrione e dello

strato aleuronico, e TaARF (cruciale nel network di geni regolati all’ormone auxina)

Yuetal. (2016) hanno svolto uno studio sulla varieta cinese di frumento tenero JimaiZ20,
riconoscendo al periodo tra 11 e 15 DPA (Days Post Anthesis) un ruolo chiave nella
sintesi ¢ nell’accumulo di amido e altre sostanze nutritive nella cariosside. Hanno
identificato DEGs, inseriti in network di co-espressione, coinvolti in importanti pathway
metabolici che si regolano tra di loro per permettere uno sviluppo e un accumulo di
sostanze di riserva ottimali. Infine, hanno convalidato i risultati mediante analisi gRT-
PCR di 8 DEGs coinvolti nella sintesi di proteine e amido e nella risposta a stress. Fra
di essi per esempio, 3 geni che codificano per le proteine LEA (Late Embryogenesis
Abundant, utili per la risposta alla disidratazione cellulare) risultano essere upregolati

nella fase di riempimento della cariosside.

Guan et al. (2022) hanno focalizzato la propria ricerca sulle fasi iniziali dello sviluppo

della cariosside di frumento tenero (in quanto periodo critico per la resa e qualita finali:
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e questo il momento in cui avvengono processi fondamentali quali la morfogenesi della
cariosside, I’embriogenesi e si avvia il riempimento della granella). Eseguendo analisi
trascrittomiche a 0, 2, 4, 6, 8 e 10 DAP (Days After Pollination) sulla varieta Chinese
Spring hanno individuato 26.892 DEGs di cui 1.468 fattori di trascrizione. Hanno
suddiviso i DEGs in cluster di co-espressione e grazie all’analisi di arricchimento GO
(Gene Ontology) hanno individuato geni coinvolti in processi quali la duplicazione del
DNA e la crescita cellulare (espressi prevalentemente negli stadi da 0 a 6 DAP),
I’accumulo di sostanze di riserva e lo sviluppo dell’embrione (negli stadi da 6 a 10
DAP). Infine, hanno identificato geni chiave nella regolazione del metabolismo
ormonale, quali YUC10, AOS2, CYP90D2 e CKX1.

Una ricerca condotta da Fang et al. (2022) ha messo a confronto campioni delle varieta
americane TAM 111 e TAM 112 (dal diverso contenuto proteico) raccolti 5 e 14 giorni
dopo la fioritura, ossia in fase iniziale e intermedia di riempimento della cariosside.
Dalle analisi svolte e emerso che a 14 DAF (Days After Flowering) in TAM 111
prevalgono i pathways metabolici correlati alla sintesi di amido, mentre in TAM 112,
dal maggiore contenuto proteico, sono prevalentemente espressi geni correlati al
metabolismo degli amminoacidi e coinvolti nel loro trasporto. In seguito alla costruzione
di reti geniche gene network hanno identificato moduli differenzialmente regolati e

potenziali fattori di trascrizione coinvolti in tale regolazione.

Analizzando I’andamento dell’espressione genica di 35 genotipi di frumento tenero a 14
e 30 DPA Rangan et al. (2017) hanno osservato che la maggior parte dei trascritti al
primo stadio era associata alla sintesi delle componenti della cariosside (amido e
proteine in primis), ai processi fotosintetici e alla fotorespirazione, mentre i geni espressi

al secondo stadio erano correlati alla difesa e alla tolleranza a stress.

Una ricerca svolta sul frumento duro é stata effettuata per osservare la risposta allo stress
termico durante le fasi iniziali di riempimento della cariosside a livello trascrittomico e
fisiologico. Sono stati individuati, tra numerosi DEGs, fattori di trascrizione che
controllano 1’espressione dei geni coinvolti nella risposta a stress abiotici e la qualita

della granella. Fra di essi si annovera un fattore di trascrizione della famiglia DOF, che
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regola i processi di biosintesi di amido e glicogeno nella cariosside in risposta a stress
termico (Arenas-M et al., 2021Db).
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OBIETTIVI DELLO STUDIO

Molti studi sono stati fatti sull’espressione differenziale dei geni durante lo sviluppo
della cariosside di frumento, ma la maggior parte di essi & focalizzata sul frumento
tenero. Le due specie pero mostrano differenze non solo legate alla diversa ploidia, ma
anche alla diversa composizione dell’endosperma delle cariossidi ed al diverso percorso
evolutivo. Infatti, nonostante i subgenomi A e B del frumento tenero siano comuni a
quelli del frumento duro, ai cromosomi omeologhi sono presenti diversi geni e diverse
varianti alleliche tra le due specie. La configurazione poliploide di tipo tetraploide (due
serie di geni omeologhi) ed esaploide (tre serie omeologhe) pone inoltre i genomi dei
due frumenti duro e tenero in due condizioni diverse per quanto riguarda il

funzionamento genico a livello di trascrizione e traduzione.

L’obiettivo del mio studio ¢ quello di analizzare 1’espressione dei geni nella cariosside
nella varieta italiana di frumento duro Svevo (da cui é stato ottenuto il genoma di
riferimento per T. turgidum subsp. durum) in diversi stadi di sviluppo della cariosside e
successivamente identificare fattori di trascrizione e relativi network di regolazione
dell’espressione genica. Inoltre, analizzando 1’espressione genica anche nelle foglie
bandiera e nei peduncoli si potranno identificare i geni responsabili della sintesi e del

trasporto delle molecole di riserva nelle cariossidi.

A differenza degli altri studi, che si focalizzano su pochi time point e solamente sulle
cariossidi, questo prende in considerazione un maggior numero di fasi e include 1’analisi
dell’espressione genica in foglie a bandiera e peduncoli, permettendo di seguire il

coordinamento trasferimento da source a sink delle sostanze di riserva.

Il mio lavoro rientra in un progetto piu grande, ossia la creazione di un atlante di
espressione di tutti i geni annotati nella nuova versione del genoma di frumento duro.
Infatti, di recente il gruppo di ricerca di Genetica Agraria dell’Universita di Bologna, in
collaborazione con diversi gruppi di ricerca internazionali, ha risequenziato il genoma

della cv. Svevo combinando tecniche di short e long read (rispettivamente Illumina e
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PacBio HiFi) e riassemblato le sequenze genomiche, ottenendo lo Svevo Platinum-
quality reference genome. Su questo genoma ¢ stata rieseguita 1’annotazione genica,
identificando con alta confidenza un maggior numero di geni e, fra questi, migliaia di

fattori di trascrizione.

Fra gli obiettivi della creazione dell’atlante vi ¢ anche quello di comprendere i due
processi chiave nella determinazione della resa, ovvero la formazione delle spighe e lo

sviluppo della cariosside.
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MATERIALI E METODI

3.1 Campionamento

Tutte le analisi trascrittomiche sono state condotte sulla varieta di frumento duro Svevo,
di cui é stato recentemente sequenziato e assemblato il genoma generando sequenze

ultra-lunghe da sequenziamento PacBio HiFi.

Per le analisi trascrittomiche, le piante sono state coltivate in condizioni controllate, nel
fitotrone presso il Dipartimento DISTAL. | semi sono stati fatti pre-germinare per 5
giorni a 4°C su carta da filtro umida in piastre Petri e poi trapiantati in vasi di 20x20 cm
e alti 25 cm, posti nella camera di crescita. Le condizioni di temperatura e fotoperiodo

sono modificate durante il periodo di coltivazione secondo lo schema seguente:

e Germinazione e accestimento: 14°C giorno, 12°C notte, 14 ore di luce, per circa
3 settimane;

e Sviluppo vegetativo: 16°C giorno, 14°C notte, 16 ore di luce per circa 2
settimane;

e Levata: 20°C giorno, 16°C notte, 16 ore di luce per circa 2 settimane;

e Fioritura e maturazione: 24°C giorno, 20°C notte, 16 ore di luce, per il resto del

ciclo.

Durante la crescita e sviluppo delle piante di frumento duro sono stati effettuati 30
campionamenti, raccogliendo organi e tessuti a diversi stadi di sviluppo, a partire dallo
stadio di seedling fino alla maturazione delle cariossidi e senescenza delle piante. Il mio

studio di tesi si focalizza su 15 di questi campioni, ovvero:

e Cariossidi: dall’evento di fertilizzazione degli ovari fino a maturita
(corrispondenti agli stadi W10, 3 DPA, 5 DPA, 11 DPA, 16 DPA, 21 DPA e 30
DPA; DPA= Days Post Anthesis). Nei campioni a 21 e 30 DPA gli embrioni

ormai maturi sono stati excisi manualmente e separati dal seme.
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e Foglie bandiera: dall’antesi fino a senescenza, corrispondente alla maturita delle
cariossidi. Le foglie bandiera sono state campionate in coincidenza degli stadi
W10, 5 DPA, 16 DPA e 30 DPA delle cariossidi.

e Peduncoli della spiga: dall’antesi fino a a senescenza, corrispondente alla
maturita delle cariossidi. Anche i peduncoli sono stati campionati in coincidenza
degli stadi W10, 5 DPA, 16 DPA e 30 DPA delle cariossidi.

Lo stadio definito W10, secondo la scala di Waddington (Waddington et al., 1983),
corrisponde alla piena maturita dell’ovario, pronto per essere fecondato, fase in cui lo
stilo & esteso e curvato verso ’esterno e sulle antere, ben sviluppate, si possono
osservare i granuli pollinici. Le spighe sono state monitorate quotidianamente per
identificare questo stadio, e quindi cartellinate in modo da poter conoscere esattamente

I successivi stadi di sviluppo delle cariossidi.

Per ogni campione sono state raccolte 3 repliche biologiche, ognuna composta da foglie
a bandiera, peduncoli e cariossidi di almeno 3 piante. Le cariossidi sono state raccolte
dalla porzione centrale della spiga del culmo principale. I campioni sono stati
immediatamente congelati in azoto liquido per poi essere disposti in freezer a -80°C fino

al momento dell’estrazione dell’RNA.
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Fig. 4: lllustrazione delle fasi dello sviluppo della cariosside, delle foglie bandiera e dei peduncoli a cui sono

stati effettuati i campionamenti (adattato da https://bar.utoronto.ca/efp_wheat/cgi-bin/efpWeb.cqi )

3.2 Estrazione del’RNA e sequenziamento

L’RNA ¢ stato estratto dai campioni vegetali utilizzando 1’RNeasy Plant Mini Kit
(QiAgen), includendo anche il passaggio opzionale di digestione del DNA genomico
eventualmente estratto. Il materiale vegetale e stato macinato in azoto liquido con
mortaio e pestello, fino all’ottenimento di una polvere impalpabile, quindi circa 0,1 g di
tessuto e stato trasferito in un tubino eppendorf da 2 ml, precedentemente raffreddato in

azoto liquido.

L’estrazione € poi stata eseguita seguendo il protocollo indicato dalla casa produttrice

del kit e di seguito riassunto:

e Aggiungere al campione 450 ul di Buffer RLT e 4,5 ul di 3-Mercaptoetanolo
vortexando vigorosamente per rompere tutti gli aggregati vegetali.
e Procedere trasferendo il lisato direttamente in una colonnina QIlAshredder e

centrifugando 2 minuti a massima velocita.
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e Trasferire il surnatante cosi purificato in un nuovo tubino ed aggiungere 0,5
volumi di etanolo (96-100%), mescolando delicatamente pipettando.

e Trasferire il campione in una colonnina RNeasy e centrifugare per 15 secondi a
>10.000 rpm.

e Aggiungere 350ul di Buffer RW1 alla colonnina RNeasy, centrifugare per 15
secondi con rpm > 10.000. Eliminare 1l surnatante.

e Aggiungere al centro della colonnina 10 pl di DNasi | Stock Solution e 70ul di
Buffer RDD. e lasciare in incubazione per 15min a 20-25°C.

o Aggiungere 350 pl Buffer RW1 alla colonnina; centrifugare con rpm > 10.000.
Eliminare il surnatante.

e Procedere con due lavaggi utilizzando per ciascuno 500 ul Buffer RPE e
centrifugando ogni volta per 15 secondi a > 10.000 rpm.

e Eliminare tutti 1 residui di etanolo con un’ulteriore centrifugata a vuoto a
massima velocita per 1 minuto.

e FEluire 'RNA dalla colonnina con 40 pl di acqua ultrapura, “RNAse-free",

mediante centrifugazione per 1 minuto a 12.000 rpm.

La concentrazione totale e la purezza dell’RNA estratto sono state valutate con lo
spettrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) e mediante corsa elettroforetica.
In particolare, la purezza dell’RNA ¢ stata valutata attraverso i rapporti di assorbanza
ODA260/A280, indice della contaminazione da proteine e ODA260/A230, indice della

contaminazione da carboidrati e fenoli.

Gli RNA cosi ottenuti sono stati sequenziati presso I’azienda Novogene utilizzando la
tecnologia di sequenziamento Illumina, che consente di ottenere milioni di sequenze,
lunghe 150 nucleotidi, e permette di quantificare 1’espressione di ogni singolo gene in
base al numero di sequenze ad esso corrispondenti. Questo processo richiede 1’utilizzo

di specifici software bioinformatici, brevemente descritti in seguito.

3.3 Analisi bioinformatiche per lo studio del trascrittoma

26



3.3.1 Allineamento delle reads e determinazione dei valori di espressione

| dati grezzi ottenuti dal sequenziamento devono essere processati al fine di eliminare le
sequenze degli adattatori ed eventuali sequenze residue di RNA ribosomiale. A questo
SCOpO sono stati utilizzati rispettivamente i software Trimmomatic (v. 0.33) (Bolger et
al., 2014) ed ERNE-FILTER (Del Fabbro et al., 2013). In seguito, le sequenze ad alta
qualita cosi ottenute sono state mappate direzionalmente sulla nuova versione del
genoma di riferimento della cultivar Svevo usando il software STAR (Dobin &
Gingeras, 2015). Infine, le sequenze allineate su ogni gene, in ogni singolo campione,
sono state contate utilizzando il software RSEM (Li & Dewey, 2011). Queste analisi
bioinformatiche sono state corse su server o workstation multi-processori, con almeno
128Gb di RAM e 5Tb di disco per lo storage, dato che ciascun sequenziamento ha
generato circa 40 milioni di coppie di sequenze, che sono state allineate sui circa
221.000 geni annotati nel genoma di frumento duro (circa 68.000 geni sono considerati
piu affidabili e definiti ad alta confidenza, e su questi sono state focalizzate le analisi
trascrittomiche, mentre gli altri corrispondono a geni a bassa confidenza, potenziali

pseudogeni o trasposoni).

Il risultato finale di queste analisi sono delle matrici, grandi tabelle in cui per ciascun
gene sono riportati i valori di espressione in ogni singola replica biologica dei vari tessuti
analizzati. L espressione genica pud essere rappresentata come conte grezze, ciog il
numero di reads allineate, che quindi & influenzato dalla lunghezza di ogni singolo gene
e dal totale di sequenze ottenute per ogni singolo campione, oppure come valori
normalizzati, generalmente espressi come TPM (Transcripts Per Million), una forma di
quantificazione relativa in cui la somma dell’espressione di tutti i geni in ogni campione
e pari a un milione. Entrambe le matrici generate sono state utilizzate nelle successive

analisi di espressione differenziale, clustering e co-espressione.

3.3.2 Identificazione dei geni differenzialmente espressi (DEGS)
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Per identificare i geni differenzialmente espressi € stato utilizzato il pacchetto DESeq2
di R, che a partire dalle conte grezze in ogni replica biologica identifica i geni con
variazione di espressione significativa tra i vari campioni (Love et al., 2014). Per prima
cosa sono stati filtrati i geni sulla base dei loro valori di espressione, escludendo quelli
con valori normalizzati inferiore a 1 TPM in tutti i campioni analizzati, e quindi

trascurabili nelle successive analisi.

DESeqg2 implementa due diversi algoritmi per identificare i geni espressi a livelli
significativamente diversi tra campioni: il Wald test per i confronti a coppie e il LRT
(Likelihood Ratio Test) per il confronto simultaneo tra diversi campioni, adatto
soprattutto nelle analisi volte a valutare il diverso andamento di un parametro nel tempo.
Il Wald test calcola per ogni gene il rapporto tra i valori di espressione nei due campioni
oggetto del confronto (generalmente poi trasformato in logaritmo base 2, log2FC) e un
test statistico per indicare quanto la variazione sia statisticamente significativa, corretto
per il numero di test multipli (padj o FDR, false discovery rate). Per convenzione, un
gene viene considerato differenzialmente espresso (DEG: differentially expressed gene)
quando il valore assoluto del log2FC & maggiore di 1 e il padj & minore di 0.05. E
generalmente un test molto piu selettivo rispetto al test LRT (Love et al., 2014), ma €
poco adatto a confronti in serie temporali tra molti time point. Al contrario il test LRT
e generalmente usato per confrontare molti campioni diversi allo stesso momento,
specialmente nelle analisi di serie temporali o di trattamenti multipli in serie (“time-
course”). Si basa sull’utilizzo di equazioni lineari per confrontare 1’effetto di una singola
variabile (il tempo di campionamento per esempio) sulla variazione di espressione nei
campioni, e determina se la quantita di variazione spiegata dalla variabile & significativa
0 meno. Il concetto alla base di questo test ¢ che 1’espressione della maggior parte dei
geni non varia in risposta al fattore in oggetto; quindi, i geni differenzialmente espressi
saranno identificabili rispetto al background di geni con espressione costante. In questo
caso per ogni gene si ottiene solamente il p-value corretto per il numero di test multipli,
sulla base del quale é possibile selezionare i geni differenzialmente espressi (Love et al.,
2014). Essendo meno selettivo del Wald test, la soglia per il padj e piu bassa, 0.001 o

ancora inferiore.
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Per i tre tessuti presi in considerazione (foglia a bandiera, peduncolo e cariossidi) sono
stati eseguiti entrambi i test, che combinati assieme hanno permesso di identificare un
robusto set di DEGs. Sono stati considerati come DEGs i geni con p-value adjusted <
0.001 nel test LRT e con log2FC>|1| + p-value adjusted < 0.05 in almeno uno dei
confronti a coppie per foglia bandiera e peduncolo, o in almeno tre confronti a coppie

per le cariossidi.

3.3.3 Clusterizzazione dei DEGs

| geni differenzialmente espressi cosi identificati in ogni tessuto sono stati suddivisi in
cluster in base all’andamento della loro espressione nelle diverse fasi di sviluppo prese
in esame. Per la clusterizzazione dei geni e la visualizzazione dei profili di espressione
sono stati utilizzati diversi pacchetti di R, secondo le procedure descritte da Tijs et al.
(2020).

La distanza calcolata tra i geni e i campioni e stata utilizzata per raggruppare i geni con
variazioni di espressione simile e i campioni piu vicini tra di loro e costruire dei
dendrogrammi, ovvero degli alberi che permettono di osservare la vicinanza, la
similitudine, tra i gruppi in cui sono stati suddivisi gli elementi considerati (Calinski,
2014). Successivamente con il pacchetto ggplot2 sono state create le heatmap
rappresentative dell’espressione dei geni suddivisi per cluster, rappresentando anche il
punto del dendrogramma in cui si € effettuato il “taglio” per ottenere il numero di cluster
prescelto (ossia quello che minimizzasse il numero di cluster mettendo pero in evidenza

la differenza in termini di andamento dell’espressione dei geni).

Infine, sono stati creati grafici rappresentanti I’andamento dell’espressione di tutti i geni

presenti in un cluster e ’andamento medio dell’espressione dei geni in tale cluster.

3.3.4 Identificazione dei geni con espressione tessuto-prevalente o tessuto-specifica
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Il pacchetto R “TissueEnrich” (Jain & Tuteja, 2018) € stato utilizzato a partire dalla
matrice di espressione normalizzata con i valori di TPM in tutti i 30 tessuti oggetto di
studio, per identificare geni con espressione preferenziale o esclusiva in un particolare
tessuto. Generalmente questi geni con espressione ristretta a pochi tessuti svolgono un
ruolo predominante nella regolazione dello sviluppo dello stesso. In base al setting dei

parametri, i geni sono stati quindi classificati in:

a. Geni tissue-enhanced o prevalente: geni il cui livello di espressione in un tessuto
e 8 volte superiore rispetto alla media dell’espressione negli altri 29 tessuti;

b. Geni tissue-enriched o specifica: geni il cui livello di espressione nel tessuto di
interesse & 8 volte superiore al livello di espressione in ognuno degli altri 29

tessuti.

Ne consegue che i geni tissue-enriched sono anche tissue-enhanced, ma non viceversa.

3.3.5 Identificazione delle reti di reqolazione tra fattori di trascrizione e geni target

Il pacchetto GENIE3 (Huynh-Thu et al., 2010; Aibar et al., 2017) e stato utilizzato per
identificare possibili reti di co-regolazione tra fattori di trascrizione e potenziali geni
target, utilizzando un approccio basato sui “random forest tree” per predire 1’espressione
di un gene a partire dall’espressione di tutti gli altri in un dataset. Questo approccio si
rivela particolarmente adatto nel costruire reti di co-espressione tra fattori di trascrizione
(geni regolatori) e i loro potenziali target, utilizzando matrici di espressione basate su
un elevato numero di campioni diversi. Pit € ampio il dataset di input, con campioni
rappresentativi di molti tessuti e organi, piu le reti calcolate sono solide e affidabili. Per
questo, a partire dall’intero dataset di espressione normalizzata in TPM sono state
costruite le reti di co-espressione per i 4.187 fattori di trascrizione identificati sulla base
dell’annotazione funzionale di frumento duro e dell’integrazione sul database ITAK
(Zheng et al., 2016).
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Il risultato dell’analisi ¢ una matrice con 1’indicazione dei target genes che meglio
predicono 1’espressione dei fattori di trascrizione e un’indicazione del peso

dell’interazione, che consente quindi di selezionare le piu forti.

Il milione di regolazioni piu significative € quindi stato selezionato e utilizzato per

trovare le connessioni tra regolatori e target all’interno delle liste di DEGs.

| network sono quindi stati visualizzati con Cytoscape (Shannon et al., 2003).

3.3.6 Analisi funzionali

Per ogni cluster identificato per ogni tessuto ¢ stata svolta un’analisi di arricchimento
GO (Gene Ontology) su g:Profiler (Kolberg et al., 2023) con lo scopo di identificare

funzioni geniche particolarmente rappresentate.

g:Profiler € un server web sincronizzato con il database Ensembl e con il sito web Gene
Ontology. Esegue analisi di arricchimento funzionale, ovvero attribuisce
un’annotazione funzionale alla lista di geni forniti basandosi sul test ipergeometrico
cumulativo e applica correzioni per mitigare il rilevamento di falsi positivi (Kolberg et
al., 2023).
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RISULTATI

Per studiare i geni espressi nelle diverse fasi dello sviluppo e maturazione delle
cariossidi in frumento duro, e in particolare le loro dinamiche di espressione e i loro
meccanismi di regolazione trascrizionale, é stato adottato un approccio trascrittomico.
Le cariossidi sono state campionate a 7 diversi stadi di sviluppo, a partire dall’evento di
fertilizzazione degli ovari fino a maturita (corrispondenti agli stadi W10, 3 DPA, 5 DPA,
11 DPA, 16 DPA, 21 DPA e 30 DPA). Nei campioni a 21 e 30 DPA gli embrioni ormai
maturi sono stati excisi manualmente e separati dal seme per focalizzare 1’attenzione
sull’accumulo di sostanze di riserva negli endospermi. Inoltre, per correlare I’accumulo
di riserve nei semi con il processo fotosintetico alla base della loro sintesi e il loro
trasporto verso il seme, e stato analizzato anche il trascrittoma delle foglie bandiera e
dei peduncoli delle spighe dall’antesi fino alla maturita delle cariossidi: le foglie
bandiera e i peduncoli sono stati campionati in coincidenza degli stadi W10, 5 DPA, 16
DPA e 30 DPA delle cariossidi.

Gli RNA sono stati estratti dai 15 diversi tessuti/stadi (ognuno raccolto in tre repliche
biologiche) e sequenziati attraverso tecnologia Illumina, producendo in media circa 40
milioni di coppie di reads per campione. Le reads ad alta qualita, dopo rimozione delle
reads contaminanti, sono state allineate sul nuovo assembly del genoma di frumento
duro, cultivar Svevo, e usate per stimare 1’espressione di ogni gene annotato. Matrici
corrispondenti al numero di reads mappate per ogni gene (raw counts) e all'espressione
normalizzata (TPM) sono state usate per le successive analisi di espressione

differenziale.

4.1 ldentificazione dei geni differenzialmente espressi (DEGs) durante sviluppo e

maturazione delle cariossidi
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| campioni corrispondenti all’analisi temporale dello sviluppo delle cariossidi sono stati
prelevati a 7 time point diversi (W10, 3 DPA, 5 DPA, 11 DPA, 16 DPA, 21 DPA e 30

DPA), ciascuno in tre repliche biologiche (come indicato nella tabella).

Organo/Tessuto Stadio Codice Repl Codice Rep2 Codice Rep3

Ovario/cariosside W10 R40 R41 R42
Cariosside 3 DPA R43 R44 R45
Cariosside 5 DPA R46 R47 R48
Cariosside 11 DPA R49 R50 R51
Cariosside 16 DPA R52 R53 R54
Cariosside 21 DPA R58 R59 R60

(no embrione)
Cariosside 30 DPA R64 R65 R66

(no embrione)

Tabella 1: codici dei campioni delle cariossidi

Usando i dati di espressione normalizzata, sono stati inizialmente identificati 46.315
geni con espressione superiore a 1 TPM, e quindi inclusi nelle analisi successive. | geni
con espressione inferiore a 1TPM in tutti gli stadi analizzati vengono invece esclusi in

quanto non espressi.

Utilizzando 1’espressione genica ¢ stata dapprima condotta un’analisi di similarita tra
campioni, attraverso analisi delle componenti principali (PCA) e calcolo della matrice
di distanza. Sia la PCA sia I’heatmap della matrice di distanza di seguito riportate
indicano come vi sia una netta separazione, dettata dall’espressione di diversi set di geni,
tra i campioni in fase precoce (W10, 3 DPA e 5 DPA) rispetto a quelli in fasi piu tardive
(11 DPA, 16 DPA, 21 DPA e 30 DPA).
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Fig. 5: grafico PCA dei campioni delle cariossidi

Fig. 6: heatmap dei campioni delle cariossidi

Successivamente ¢ stata condotta 1’analisi di espressione differenziale, utilizzando il
pacchetto R DESeq2 (Love et al., 2014). | geni differenzialmente espressi (DEGS) sono
stati identificati attraverso I’integrazione dei risultati ottenuti con i due diversi approcci
statistici integrati in DESeq2. Dapprima il Likelihood Ratio Test (LRT) ha permesso di
identificare 29.230 geni con espressione differenziale nel corso delle diverse fasi dello

sviluppo, e quindi associata ai diversi time point di campionamento (padj < 0.001).

35



Successivamente sono state condotte analisi a coppie (Wald test) per identificare i DEGs

tra tutte le coppie di campioni, i cui risultati sono riportati nella seguente tabella:

GENI UPREGOLATI

= W10 [3DPA [SDPA |[11DPA [16DPA [21DPA [30DPA
-

o [wio 2179|  4073|  5844| 6407| 6328] 6541
2 [3DPA 858 1250]  4490| 5243|6098 6412
Z [spPA 1681 301 2673| 3623|4670 5296
= [11DPA 3756| 3714 2377 341| 1259 2882
S [16DPA 3517 235 625| 2336
= [21DPA 1669| 1076 720
& |30DPA 3528| 3087 557

Fig. 7: DEGs up e downregolati nei confronti a coppie delle cariossidi

Il diverso numero di DEGs tra i campioni precoci (W10, 3 DPA e 5DPA) rispetto a
quelli in fasi piu tardive (11 DPA, 16 DPA 21 DPA e 30 DPA) confermano quanto
emerso dalla PCA. In totale, dai 21 test a coppie sono emersi 21.953 geni unici,
differenzialmente espressi in almeno un confronto a coppie e 17.130 DEGs in almeno 3
confronti. Integrando questi ultimi con i geni identificati dall’analisi LRT, ¢ stato quindi
definito un set finale di 17.066 DEGs (di cui 2.756 risultano essere tissue-enhanced e
623 tissue-enriched, approfonditi pit avanti) su cui si sono focalizzate le indagini

successive di clusterizzazione e funzionali.

L’analisi di clustering (gerarchico ¢ attraverso k-means) ha infatti permesso di
suddividere i geni differenzialmente espressi durante il differenziamento delle cariossidi
in 12 cluster in base ai profili di variazione della loro espressione nei 7 time point presi
in considerazione, contenenti rispettivamente 1927, 3952, 315, 1019, 2245, 1676, 2649,
697, 1198, 621, 400 e 367 geni. Sono stati creati i dendrogrammi dei campioni e dei
DEGs, una heatmap e un grafico per rappresentare in forma grafica la variazione del
livello di espressione dei geni nelle 3 repliche ai diversi time point e per visualizzare le

dinamiche di espressione genica durante lo sviluppo e la maturazione delle cariossidi.
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Fig. 11: espressione media nei sample dei geni differenzialmente espressi suddivisi per cluster

Infine, ¢ stata rappresentata in un grafico I’espressione dei DEGs suddivisi per cluster e
I’andamento medio dell’espressione dei geni contenuti in ogni cluster. Una descrizione

riassuntiva dei singoli cluster € riportata in tabella 2.

Cluster 1 consisting 1927 genes Cluster 2 consisting 3952 genes Cluster 3 consisting 315 genes Cluster 4 consisting 1019 genes
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Fig. 12: andamento dell’espressione dei DEGs nelle cariossidi suddivisi per cluster. La linea blu rappresenta

I’andamento medio dell’espressione dei geni appartenenti a uno stesso cluster

geni profilo di espressione
Cluster 1 1927 specifico dello stadio W10
Cluster 2 3952 espresso a W10, 3 DPA e 5 DPA, con picco massimo a 3 DPA
Cluster 3 315 espresso a 5, 11 e 16 DPA, con picco massimo a 11 DPA
Cluster 4 1019 espressione massima a 5 DPA
Cluster 5 2245 espresso a 21 e 30 DPA, con picco massimo a 30 DPA
Cluster 6 1676 espresso a 11, 16, 21 e 30 DPA, con picco massimo a 21 DPA
Cluster 7 2649 espresso a 11, 16 e 21 DPA
Cluster 8 697 specifico dello stadio 30 DPA
Cluster 9 1198 espresso a 3 DPA e 5 DPA, con picco massimo a 5 DPA
Cluster 10 621 espresso a partire da 11 DPA, con picco massimo a 30 DPA
Cluster 11 400 specifico dello stadio 16 DPA
Cluster 12 367 picco di espressione a 3 DPA, cala con I'avanzare degli stadi

Tabella 2: numero di geni e profilo di espressione di ogni cluster delle cariossidi

Mediante le analisi di arricchimento funzionale della Gene Ontology attraverso
g:Profiler e stato possibile identificare le funzioni molecolari e i processi biologici

arricchiti fra i geni differenzialmente espressi nelle cariossidi (Fig. 13 e 14).

Si nota che nel cluster 1 (specifico dello stadio W10) rientrano geni coinvolti nella
determinazione della formazione degli stami, nella regolazione dello sviluppo del tubulo
pollinico, nel trasporto delle auxine (ormoni chiave per la morfogenesi degli organi

vegetali (Guo et al., 2021) e nella duplicazione del DNA.

Geni legati ai processi fotosintetici risultano appartenere ai cluster 4 (la cui espressione
e massima 5 DPA), 9 (picco di espressione a 3 e 5 DPA) e 12 (la cui espressione é

massima a 3 DPA, per poi calare progressivamente).

Nel cluster 5, i cui geni sono espressi a 21 e 30 DPA, si osservano funzioni quali risposta
all’acido abscissico, all’ipossia, al calore e allo stress salino, compatibili con il processo

di disseccazione della cariosside (King, 1976).
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Fanno parte del cluster 6 (espresso tra 11 e 30 DPA, con picco massimo a 21 DPA) geni
correlati all’accumulo di sostanze di riserva, alla formazione dei tessuti vascolari, ai
pathway di regolazione del segnale mediati da auxine e ai processi metabolici del

triptofano (precursore delle auxine (Tuan et al., 2019)).

Nel cluster 7 (espresso tra 11 e 21 DPA) si trovano geni correlati ai processi di biosintesi
di gibberelline (ormoni coinvolti nello sviluppo della cariosside (Appleford et al.,
2005)), glicogeno e amido e all’attivita della saccarosio sintasi (enzima chiave per il
metabolismo dei carboidrati nei tessuti sink delle piante, come le cariossidi (Stein &
Granot, 2019)). Anche nel cluster 10 (espresso a partire dallo stadio di 11 DPA, fino a
un picco massimo a 30 DPA) si trovano geni coinvolti nell’attivita di accumulo delle

sostanze di riserva e nel trasporto transmembrana del saccarosio.

Fanno parte del cluster 11 (specifico dello stadio 16 DPA) geni coinvolti nella sintesi di
pigmenti (in particolare i flavonoidi, la cui sintesi € correlata all’attivita della
naringenina-calcone sintasi (Glagoleva et al., 2019), e i carotenoidi, correlati all’attivita
delle perossidasi (Geng et al., 2019)). | pigmenti sono responsabili della colorazione
della cariosside, e dunque della semola e della pasta che ne viene prodotta (caratteristica
dall’importante rilevanza economica, in quanto influenza 1’apprezzamento da parte del

consumatore) (Parker et al., 1998).
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Fig. 13: funzioni molecolari arricchite nella cariosside
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GO enrichment analysis - Kernel Biological Process
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Fig 14: processi biologici arricchiti nella cariosside

4.2 ldentificazione dei geni differenzialmente espressi (DEGs) nelle foglie a

bandiera durante le fasi di maturazione delle cariossidi

I campioni delle foglie a bandiera corrispondenti all’analisi temporale dello sviluppo
delle cariossidi sono stati prelevati a 4 time point diversi (W10, 5 DPA, 16 DPA e 30

DPA), ciascuno in tre repliche biologiche (come indicato nella tabella).
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Organo/Tessuto Stadio Codice Repl Codice Rep2 Codice Rep3
Foglia a bandiera W10 R67 R68 R69
Foglia a bandiera 5 DPA R73 R74 R75
Foglia a bandiera 16 DPA R76 R80 R78
Foglia a bandiera 30 DPA R79 R77 R81

Usando i1 dati di espressione normalizzata, sono stati inizialmente identificati 35.110
geni con espressione superiore a 1 TPM, e quindi inclusi nelle analisi successive. | geni
con espressione inferiore a 1TPM in tutti gli stadi analizzati vengono invece esclusi in

quanto non espressi.

Utilizzando 1’espressione genica ¢ stata dapprima condotta un’analisi di similarita tra
campioni, attraverso analisi delle componenti principali (PCA) e calcolo della matrice
di distanza. Sia la PCA sia I’heatmap della matrice di distanza di seguito riportate
indicano come vi sia una chiara separazione, dettata dall’espressione di diversi set di

geni, tra i campioni ai 4 stadi con, gli estremi (W10 e 30 DPA) nettamente separati dai

Tabella 3: codici dei campioni delle foglie a bandiera

campioni intermedi (5 DPA e 11 DPA) che invece sono piu vicini tra di loro.

PC2: 16% variance

Fig. 15: grafico PCA dei campioni delle foglie a bandiera

0
PC1: 71% variance
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Fig. 16: heatmap dei campioni delle foglie a bandiera

Successivamente ¢ stata condotta 1’analisi di espressione differenziale, utilizzando il
pacchetto R DESeq2 (Love et al., 2014). | geni differenzialmente espressi (DEGS) sono
stati identificati attraverso I’integrazione dei risultati ottenuti con 1 due diversi approcci
statistici integrati in DESeq2. Dapprima il Likelihood Ratio Test (LRT) ha permesso di
identificare 3.280 geni con espressione differenziale nel corso delle diverse fasi dello

sviluppo, e quindi associata ai diversi time point di campionamento (padj < 0.001).

Successivamente sono state condotte analisi a coppie (Wald test) per identificare i DEGs

tra tutte le coppie di campioni, i cui risultati sono riportati nella seguente tabella:

GENI UPREGOLATI

30 DPA 269 52

2

8 W10 5DPA |16 DPA |30 DPA
& W10 55 358 696
§ 5 DPA 11 8 351
9 |16DPA 93 4 55
=

w

(U]

Fig. 17: DEGs up e downregolati nei confronti a coppie delle foglie a bandiera
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In totale, dai 6 test a coppie sono emersi 1.437 geni unici, differenzialmente espressi in
almeno un confronto a coppie. Integrando questi ultimi con i geni identificati dall’analisi
LRT, e stato quindi definito un set finale di 1.420 DEGs (di cui 773 risultano essere
tissue-enhanced e 24 tissue-enriched) su cui si sono focalizzate le indagini successive di

clusterizzazione e funzionali.

L’analisi di clustering (gerarchico e attraverso k-means) ha infatti permesso di
suddividere i geni differenzialmente espressi nelle foglie a bandiera durante il
differenziamento delle cariossidi in 7 cluster in base ai profili di variazione della loro
espressione nei 4 time point presi in considerazione, contenenti rispettivamente 18, 540,
138, 211, 320, 133 e 60 geni. Sono stati creati i dendrogrammi dei campioni e dei DEGs,
una heatmap e un grafico per rappresentare il livello di espressione dei geni nelle 3

repliche ai diversi time point.
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Fig. 21: espressione media nei sample dei geni differenzialmente espressi suddivisi per cluster

Infine, ¢ stata rappresentata in un grafico I’espressione dei DEGs suddivisi per cluster e
I’andamento medio dell’espressione dei geni contenuti in ogni cluster, cluster la cui

descrizione sintetica é riportata in Tabella 4.
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Cluster 1 consisting 18 genes Cluster 2 consisting 540 genes Cluster 3 consisting 138 genes
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Fig. 22: andamento dell’espressione dei DEGs nelle foglie a bandiera suddivisi per cluster. La linea blu

rappresenta I’andamento medio dell’espressione dei geni appartenenti a uno stesso cluster.

geni profilo di espressione
Cluster 1 18 specifico dello stadio 5 DPA
Cluster 2 540 specifico dello stadio 30 DPA
Cluster 3 138 espresso a W10 e 5 DPA
Cluster 4 211 specifico dello stadio 16 DPA
Cluster 5 320 espresso a 5, 16 e 30 DPA, con picco massimo a 16 DPA
Cluster 6 133 specifico dello stadio W10
Cluster 7 60 espressoa5e 16 DPA

Tabella 4: numero di geni e profilo di espressione di ogni cluster delle foglie a bandiera

Mediante le analisi di Gene Ontology su g:Profiler & stato possibile identificare le
funzioni molecolari e i processi biologici arricchiti fra i geni differenzialmente espressi

nelle foglie a bandiera (Fig. 23 e 24).
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Si osserva che i geni appartenenti al cluster 2, espressi allo stadio 30 DPA, sono coinvolti
nel processo di senescenza della foglia e nella demolizione delle sostanze di riserva che

vengono trasferite alla cariosside.

Il cluster 5, espresso a 5, 16 e 30 DPA ¢ correlato all’attivita fotosintetica, mentre il
cluster 7, espresso a 5 e 16 DPA é coinvolto nella risposta al fotoperiodo e nel processo

di fioritura.

GO enrichment analysis - Flag Leaf Molecular Function

UDP-glycosyltransferase activity .

tyrosine decarboxylase activity ®
transmembrane transporter activity
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symporter activity
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nitrate transmembrane transporter activity 4 adj_pval
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GO term description
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Fig. 23: funzioni molecolari arricchite nelle foglie a bandiera
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GO enrichment analysis - Flag Leaf Biological Process
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Fig. 24: processi biologici arricchiti nelle foglie a bandiera

4.3 ldentificazione dei geni differenzialmente espressi (DEGSs) nei peduncoli

durante le fasi di maturazione delle cariossidi

I campioni dei peduncoli corrispondenti all’analisi temporale dello sviluppo delle
cariossidi sono stati prelevati a 4 time point diversi (W10, 5 DPA, 16 DPA e 30 DPA),

ciascuno in tre repliche biologiche (come indicato nella tabella).

Organo/Tessuto Stadio Codice Repl Codice Rep2 Codice Rep3
Peduncolo W10 R70 R71 R72
Peduncolo 5 DPA R82 R83 R84
Peduncolo 16 DPA R85 R86 R87
Peduncolo 30 DPA R88 R89 R90

Tabella 5: codici dei campioni dei peduncoli
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Usando i dati di espressione normalizzata, sono stati inizialmente identificati 34.984
geni con espressione superiore a 1 TPM, e quindi inclusi nelle analisi successive.
Utilizzando 1’espressione genica ¢ stata dapprima condotta un’analisi di similarita tra
campioni, attraverso analisi delle componenti principali (PCA) e calcolo della matrice
di distanza. Sia la PCA sia I’heatmap della matrice di distanza di seguito riportate
indicano come vi sia una chiara separazione, dettata dall’espressione di diversi set di
geni, tra i campioni ai 4 stadi con, gli estremi (W10 e 30 DPA) nettamente separati dai

campioni intermedi (5 DPA e 11 DPA) che invece sono piu vicini tra di loro.

R84 RBB'
» .\F{<‘55

R82
« R87

20

R33

sample

@ PED_16DPA

@ PED_30DPA

@ PED_5DPA
PED_W10

PC2: 27% variance
o
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o

-60 -30 30 60
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PC1: 86% variance

Fig. 25: grafico PCA dei campioni dei peduncoli

Fig. 26: heatmap dei campioni dei peduncoli
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Successivamente ¢ stata condotta 1’analisi di espressione differenziale, utilizzando il
pacchetto R DESeq2 (Love et al., 2014). I geni differenzialmente espressi (DEGS) sono
stati identificati attraverso I’integrazione dei risultati ottenuti con 1 due diversi approcci
statistici integrati in DESeq2. Dapprima il Likelihood Ratio Test (LRT) ha permesso di
identificare 11.530 geni con espressione differenziale nel corso delle diverse fasi dello

sviluppo, e quindi associata ai diversi time point di campionamento (padj < 0.001).

Successivamente sono state condotte analisi a coppie (Wald test) per identificare i DEGs

tra tutte le coppie di campioni, i cui risultati sono riportati nella seguente tabella:

GENI UPREGOLATI

5

3 W10  [SDPA  [16DPA [30DPA

2 (wio 144 777| 2026
S [spra 1145 253] 2164
8 [16DPA 558 1252
Z [30DPA 2167 755

o

Fig. 27: DEGs up e downregolati nei confronti a coppie dei peduncoli

In totale, dai 6 test a coppie sono emersi 7.463 geni unici, differenzialmente espressi in
almeno un confronto a coppie. Integrando questi ultimi con i geni identificati dall’analisi
LRT, é stato quindi definito un set finale di 7.346 DEGs (di cui 1303 risultano essere
tissue-enhanced e 98 tissue-enriched) su cui si sono focalizzate le indagini successive di

clusterizzazione e funzionali.

L’analisi di clustering (gerarchico e attraverso k-means) ha infatti permesso di
suddividere i geni differenzialmente espressi nei peduncoli durante il differenziamento
delle cariossidi in 8 cluster in base ai profili di variazione della loro espressione nei 4
time point presi in considerazione, contenenti rispettivamente 671, 268, 1137, 2210,

1119, 1565, 351 e 25 geni. Sono stati creati i dendrogrammi dei campioni e dei DEGs,
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una heatmap e un grafico per rappresentare la dinamica dei livelli di espressione dei geni
nelle 3 repliche ai diversi time point.

Peduncle - Gene Clustering

Peduncle - Sample Clustering
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Fig. 28 e 29: dendrogrammi di clusterizzazione dei campioni dei peduncoli (sinistra) e dei geni differenzialmente

espressi (destra), con indicato il punto di taglio sul dendrogramma dei DEGs per ottenere 8 clusters
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Fig. 30: heatmap rappresentante 1’espressione dei DEGs nei peduncoli suddivisi per cluster (righe) e per sample
(colonne). I livelli di espressione sono codificati in una scala di colore rosso (bassa espressione) / verde (alti

livelli di espressione).
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Infine, ¢ stata rappresentata in un grafico 1’espressione dei DEGs suddivisi per cluster e

I’andamento medio dell’espressione dei geni contenuti in ogni cluster, di cui un breve
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Fig. 31: espressione media nei sample dei geni differenzialmente espressi suddivisi per cluster

riassunto é riportato in Tabella 6.
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Fig. 32: andamento dell’espressione dei DEGs nei peduncoli suddivisi per cluster. La linea blu rappresenta

I’andamento medio dell’espressione dei geni appartenenti a uno stesso cluster.

geni profilo di espressione
Cluster 1 671 specifico dello stadio 5 DPA
Cluster 2 268 specifico dello stadio 16 DPA
Cluster 3 | 1137 specifico dello stadio 30 DPA
Cluster4 | 2210 specifico dello stadio W10
Cluster5 | 1119 espressione massima a W10, cala con il progredire degli stadi
Cluster 6 | 1565 espressione aumenta con il progredire degli stadi, massima a 30 DPA
Cluster 7 351 espressione massima a W10 e 5 DPA, poi cala con il progredire degli stadi
Cluster 8 25 downregolato a 16 DPA

Tabella 6: numero di geni e profilo di espressione di ogni cluster delle cariossidi

Mediante le analisi di arricchimento della Gene Ontology su g:Profiler é stato possibile
identificare le funzioni molecolari e i processi biologici arricchiti fra i geni

differenzialmente espressi nei peduncoli (Fig. 33 e 34).

Si nota che i geni appartenenti al cluster 4 (specifico dello stadio W10) sono coinvolti
nei processi biosintetici di molte molecole, fra cui carboidrati (xilano, glucuronoxilano,
lignina, cellulosa) e pigmenti (flavonoidi). Inoltre, appartengono a questo cluster geni

correlati all’organizzazione cellulare, alla risposta alla luce e alla fotosintesi.

Anche nel cluster 5 (con espressione massima a W10, che poi cala progressivamente)

sono presenti geni legati all’attivita fotosintetica.

Fanno parte del cluster 6 (la cui espressione aumenta fino a raggiungere il picco allo
stadio di 30 DPA) geni coinvolti nei processi di proteolisi e di trasporto degli
amminoacidi (che vanno a fare parte delle sostanze di riserva accumulate nella

cariosside) e di altre molecole.
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GO enrichment analysis - Peduncle Molecular Function
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Fig. 33: funzioni molecolari arricchite nei peduncoli

GO enrichment analysis - Peduncle Biological Process
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Fig. 34: processi biologici arricchiti nei peduncoli
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4.4 ldentificazione dei geni con espressione tessuto-prevalente o tessuto-specifica

In parallelo, utilizzando il dataset trascrittomico completo dei 30 tessuti a diversi stadi
di sviluppo, a partire dallo stadio di seedling fino alla maturazione delle cariossidi e
senescenza delle piante, che compongono I’atlante di espressione di frumento duro, SONO
stati identificati i geni con espressione tessuto-prevalente e tessuto-specifica, sulla base

delle seguenti caratteristiche:

e Geni tessuto-prevalenti: geni il cui livello di espressione in un tessuto é 8 volte
superiore rispetto alla media dell’espressione negli altri 29 tessuti;
e Geni tessuto-specifici: geni il cui livello di espressione nel tessuto di interesse &

8 volte superiore al livello di espressione in ognuno degli altri 29 tessuti.

Questo tipo di analisi richiede ovviamente un dataset trascrittomico molto ampio per
ottenere risultati precisi e specifici di un dato tessuto. Il numero di geni tessuto-specifici
e prevalenti identificati per le cariossidi, le foglie bandiera e i peduncoli € riportato nella

seguente tabella:

Tessuto DEGs Geni tessuto-prevalenti Geni tessuto-specifici
Cariosside 17.066 2.756 623
Foglia a bandiera 1.420 773 24
Peduncolo 7.346 1.303 98

Fig. 7: quantificazione dei geni differenzialmente espressi tessuto-prevalenti e tessuto-specifici in cariosside,

foglia a bandiera e peduncolo

Le heatmap di seguito rappresentano i livelli di espressione dei geni tessuto-prevalenti
(Fig. 35) e tessuto-specifici (Fig.36): un’elevata colorazione verde corrisponde a un

elevato livello di espressione del gene in un tessuto.
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Fig. 35: heatmap rappresentante 1’espressione dei DEGs tessuto-prevalenti (righe) in 30 campioni provenienti da

I livelli di espressione sono codificati in una scala di colore rosso (bassa espressione) /

diversi tessuti (colonne).
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Fig. 36: heatmap rappresentante 1’espressione dei DEGs tessuto-specifici (righe) in 30 campioni provenienti da
diversi tessuti (colonne). | livelli di espressione sono codificati in una scala di colore rosso (bassa espressione) /

verde (alti livelli di espressione).

4.5 ldentificazione dei fattori di trascrizione e creazione dei gene networks

Per identificare e caratterizzare la regolazione genica dei geni responsabili del
differenziamento dei diversi tessuti, i dati di trascrittomica globali sono stati utilizzati
per costruire reti di co-regolazione tra fattori di trascrizione e potenziali geni target,
utilizzando il software GENIE3 (Huynh-Thu et al., 2010; Aibar et al., 2017). A partire
dall’intero dataset di espressione normalizzata in TPM sono state costruite le reti di co-
espressione per 1 4.187 fattori di trascrizione identificati sulla base dell’annotazione
funzionale di frumento duro e dell’integrazione sul database ITAK (Zheng et al., 2016).
Le relazioni che si instaurano tra fattori di trascrizione e target differenzialmente
espressi in cariossidi, peduncoli e foglie bandiera sono state visualizzate attraverso delle
immagini rappresentative dei network di regolazione genica (o reti di co-espressione)

che si possono individuare nei tre tessuti.
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4.5.1 Gene network dei geni differenzialmente espressi nelle foglie a bandiera

CLUSTER | CLUSTER COLOR

Fig. 37: gene network dei DEGs delle foglie a bandiera visualizzato mediante Cytoscape

Nella Figura 37 & rappresentato I’intero network di regolazione genica dei geni
differenzialmente espressi nelle foglie a bandiera. Ogni rettangolo rappresenta un gene;
in alto nell’immagine si trovano i geni regolatori, mentre in basso i geni target. Ogni
linea rappresenta un’interazione tra un gene target ¢ un regolatore. La colorazione dei
geni indica il loro cluster di appartenenza (come indicato in legenda). | geni rossi sono
fattori di trascrizione che rappresentano i regolatori chiave, (master regulators) che
controllano I’espressione di altri fattori di trascrizione, che a loro volta regolano molti

targets.

In alto a sinistra, i 5 fattori di trascrizione appartenenti al cluster 6 (specifico dello stadio
W10) sono TrturSVE5B02G01457770, TrturSVE5A02G01301820,
TrturSVE4A02G01087240, TrturSVE2B02G00448240 e TrturSVE2A02G00281640.
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La rete di co-espressione regolata da questi geni é evidenziata dalle linee di colore verde.
Il primo appartiene alla famiglia dei GARP-G2-like, il secondo alla famiglia NAC e gli
ultimi 3 alla famiglia WRKY. Controllano geni dei cluster 2 (specifici dello stadio 30
DPA, in arancione), 3 (espressi a W10 e 5 DPA, in rosa) e 6 (specifici dello stadio W10,

in giallo).

E evidenziato in blu il network di regolazione dell’espressione genica controllato da 4
fattori di trascrizione appartenenti al cluster 7 (espressi a 5 e 16 DPA):
TrturSVE5A02G01322820, TrturSVE4A02G01062980, TrturSVE3B02G00864780 e
TrturSVE3A02G00698660. Appartengono tutti alla famiglia WRKY. Controllano geni
appartenenti ai cluster 1 (specifici dello stadio 5 DPA), 3 (espressi a W10 e 5 DPA), 4
(specifici dello stadio 16 DPA), 5 (espressi a 5, 16 e 30 DPA, con picco massimo a 16
DPA) e 7 (espressi a5 e 16 DPA).

4.5.2 Gene network dei geni coinvolti nei processi di accumulo delle proteine nelle

cariossidi

Z \ \‘ \
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Fig. 38: gene network dei fattori di trascrizione che controllano geni responsabili dell’accumulo di proteine nelle

cariossidi di frumento visualizzato mediante Cytoscape
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Il network nella Figura 38 rappresenta i fattori di trascrizione (in alto, suddivisi per
cluster secondo i colori indicati in legenda) e i relativi geni target (in basso, anche essi
suddivisi per cluster secondo la stessa modalita dei fattori di trascrizione). Fra i geni
target, quelli evidenziati in fucsia sono coinvolti nei processi di accumulo di proteine
nelle cariossidi di frumento. E possibile notare che la maggior parte dei loro geni
regolatori appartiene ai cluster 5 (espresso a 21 e 30 DPA), 6 (espresso a partire da 11
DPA) e 7 (espresso tra 11 e 21 DPA). Infatti gli stadi dello sviluppo della cariosside in
cui si esprimono questi geni corrispondono con la fase di riempimento della cariosside
(Wan et al., 2008).
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

| risultati presentati in questo lavoro di tesi mostrano chiaramente le potenzialita
dell’analisi trascrittomica nello studio dei processi di sviluppo complessi come il
differenziamento e ’accumulo di sostanze di riserva nelle cariossidi. Le lunghe liste di
geni identificati e le reti di regolazione rappresentano pero solo il punto di inizio per
comprendere appieno il ruolo di questi geni nel controllare questi processi e per attuare

tecniche di breeding assistito volte a migliorare specifici fenotipi.

La pubblicazione di questi risultati costituira un momento critico per 1’avanzamento
delle conoscenze genetiche in frumento duro. E infatti la prima volta che uno studio di
questo tipo e vastita é stato condotto per il frumento duro. Sara fondamentale anche
depositare i dati ottenuti nei database genomici e di espressione genica gia esistenti per
il frumento, in modo da permetterne il pieno utilizzo da parte della comunita scientifica,

in successivi studi di integrazione e metanalisi.

Sara necessario studiare e caratterizzare funzionalmente questi geni, andando ad
identificare non solo i fattori di trascrizione chiave e la loro funzione biologica di
regolazione dei geni a valle, ma anche i target che svolgono funzioni enzimatiche o
strutturali fondamentali per i tratti di interesse agronomico. Le stesse analisi
trascrittomiche, funzionali e di co-regolazione sono in corso anche sugli altri

tessuti/organi campionati durante 1’intero ciclo di sviluppo.

| risultati ottenuti da cariossidi, peduncoli e foglie a bandiera in questo studio verranno
poi confrontati e integrati con quelli in corso di ottenimento da una prova piu ampia che
mira allo studio della variabilita genetica nativa presente nei frumenti tetraploidi per gli
stessi stadi, organi e tessuti e processi considerati in questa tesi per il genotipo di
riferimento “Svevo”. Questa prova, che prevede la crescita di 11 genotipi di frumento,
selezionati in quanto portatori di caratteri utili e per massimizzare la variabilita genetica,

cresciuti in diverse condizioni di nutrizione azotata e in diversi ambienti.
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| genotipi presi in considerazione sono Svevo, Claudio, Marco Aurelio, Altar_C84
(varieta moderne), Senatore Cappelli, 98EP2, LD264 e AUS (landraces e accessioni di
diverse subspecie di Triticum turgidum (portatrici di diverse resistenze e caratteristiche
della granella), originate in Nord-Africa, Etiopia, Iran/lraq), il dicocco (T.dicoccum)
Lucanica, il farro selvatico (T. dicoccoides) Zavitan, e Chinese Spring (genoma di

riferimento per il frumento tenero).

Essi sono gia stati cresciuti in condizioni controllate (camera di crescita e serra) e in
pieno campo (in diversi ambienti) per la fenotipizzazione a due diversi livelli di

nutrizione azotata.

Dalle prove in camera di crescita e serra sono stati raccolti peduncoli, foglie a bandiera
e cariossidi agli stessi stadi di sviluppo qui analizzati, per ulteriori analisi

trascrittomiche.

Il sequenziamento degli RNA da questi campioni servira sia da supporto per
I’annotazione genica (Nanopore Isoseq) dei diversi genomi, sia per I’analisi quantitativa
dell’espressione genica (Illumina RNASeq) nelle diverse fasi di sviluppo del seme per
le due condizioni di nutrizione azota. Sugli stessi campioni, partner del progetto avviato
in collaborazione con il gruppo di ricerca di Genetica Agraria dell’Universita di Bologna
eseguiranno analisi quantitative dei metaboliti per poter correlare profili metabolici e a

quelli trascrizionali.
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