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RIASSUNTO 

 

In uno scenario di avversità climatica e irregolarità dei fenomeni meteorologici, la gestione 

delle risorse idriche risulta essere un aspetto imprescindibile per la produzione agricola. Tra gli 

stress abiotici quello che rappresenta la principale sfida per la coltivazione del frumento è il deficit 

idrico, responsabile di quasi il 34% delle perdite di resa totali (dato FAO, 2020). L’impiego 

dell’ampia variabilità genetica proveniente dalle specie selvatiche affini al frumento è perciò 

diventato un requisito fondamentale per lo sviluppo di varietà che siano sempre più rispondenti a 

condizioni agro-pedoclimatiche mutevoli. I numerosi e già noti contributi offerti dalla variabilità 

genetica delle graminacee selvatiche lasciano infatti prevedere ulteriori potenzialità in termini di 

morfologia radicale ed efficienza di assorbimento idrico e nutritivo. Nel presente lavoro di tesi è 

riportato uno studio volto alla localizzazione, all’analisi morfologica dei fenotipi e di espressione 

del gene LRD (Lateral Root Density) proveniente dalla graminacea selvatica Th. ponticum e 

presente in linee ricombinanti di frumento duro sviluppate tramite ingegneria cromosomica. Il gene 

LRD è potenzialmente coinvolto nella regolazione dello sviluppo radicale anche in condizioni di 

carenza idrica. Nella presente tesi, il gene è stato mappato nella regione fisica compresa tra il 23 e il 

28% dell’estremità prossimale dell’introgressione 7el1 di Th. ponticum, trasferita sul braccio 

cromosomico 7AL del ricombinante R112+. Di seguito, la linea ricombinante e la sua rispettiva 

linea controllo R112-, priva dell’introgressione sul 7AL, sono state fenotipizzate per i caratteri 

morfologici della radice e della parte aerea, sia in condizioni ottimali che di stress idrico imposto. I 

risultati ottenuti hanno evidenziato l’effetto positivo del segmento di Th. ponticum contenente il 

gene LRD sull’architettura dell’apparato radicale in termini di rapporto tra la biomassa radicale e la 

biomassa fogliare (+31%) e di numero di radici totali (+13%) sotto stress, e quindi sulla risposta 

adattativa della pianta alla mancanza di acqua. La valutazione dell’espressione genica ha mostrato 

una soppressione nel tempo dell’espressione del gene LRD del 65% nella linea R112+ in condizioni 

di stress idrico, a differenza dell’aumento di espressione osservata nella linea di controllo R112-. 

Questi risultati preliminari si allineano con le evidenze disponibili in letteratura per l’effetto di LRD 

in frumento tenero, dimostrando che anche nel frumento duro l’allele 7el1 di LRD è putativamente 

coinvolto nel mantenimento dello sviluppo delle radici in condizioni di carenza idrica. Quanto 

osservato conferma anche che le specie selvatiche affini al frumento sono valide risorse di 

variabilità genetica utile per il miglioramento genetico del frumento. In particolare, la selezione di 

nuovi genotipi con radici più voluminose che favoriscono l'assorbimento e l'utilizzo di acqua e 

nutrienti dagli strati più profondi del terreno è di notevole rilievo nel contesto degli attuali e futuri 

cambiamenti climatici. 

 

Parole chiave: specie affini al frumento, ingegneria cromosomica, apparato radicale, stress abiotico, 

analisi di espressione. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

In a scenario of climatic adversity and irregularity of meteorological phenomena, the 

management of water resources is an essential aspect for agricultural production. Among abiotic 

stresses, the main challenge for wheat cultivation is water deficit, which is responsible for almost 

34% of total yield losses (FAO, 2020). The use of the wide genetic variability from wild wheat 

relatives has therefore become a key aspect for the development of tolerant varieties. The numerous 

and well-known contributions offered by the genetic variability of wild grasses have suggested 

further potential in terms of root morphology and water absorption efficiency.  

In this thesis, we report a study aimed at the localization, morphological analysis of phenotypes and 

expression of the LRD gene (Lateral Root Density) from the wild grass Th. ponticum, present in 

durum wheat recombinant lines developed through chromosome engineering. The LRD gene is 

potentially involved in the regulation of root development even under water scarcity conditions. In 

this study the gene was mapped to the physical region between 23 and 28% of the proximal end of 

the 7el1 Th ponticum introgression, transferred onto the 7AL chromosome arm of the R112+ 

recombinant. Moreover, the recombinant line and its respective control sib R112-, lacking any alien 

introgression on 7AL, were phenotyped for morphological characteristics of the root and shoot, 

under both optimal and water stress conditions. 

The results obtained showed the positive effect of the Th ponticum segment containing the LRD 

gene on the root system architecture in terms of root/shoot ratio (+31%) and number of total roots 

(+13%) under stress, and therefore on the adaptive response of plants to drought. The evaluation of 

gene expression showed a reduced expression over time of the LRD gene in the R112+ line under 

water stress conditions (-65%), unlike the increased expression observed in the R112- control line.  

These preliminary results are in line with the literature evidence on the LRD effect in common 

wheat, showing that even in durum wheat the 7el1 allele of LRD is putatively involved in 

maintaining root development under water scarcity conditions. The observations also confirm that 

wild wheat relatives are rich reservoirs of genetic variability useful for the genetic improvement of 

wheat. In particular, the selection of new genotypes with larger roots that promote the absorption 

and use of water and nutrients from deeper soil layers is of great importance in a scenario of present 

and future climate change. 

 

Keywords: wild wheat relatives, chromosome engineering, root system, abiotic stress, gene 

expression analysis. 
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1. INTRODUZIONE  

1.1 Il frumento: classificazione tassonomica e filogenesi  

Con il termine frumento si fa riferimento a tutte le specie appartenenti alla 

famiglia delle Poaceae, tribù Triticeae, sottotribù Triticinae, genere Triticum. Le specie 

di frumento attualmente più coltivate e di maggiore importanza economica sono il 

frumento tenero (Triticum aestivum L. 2 n = 6 x = 42 genoma AABBDD) che 

costituisce circa il 95% della produzione mondiale di frumento e il frumento duro 

(Triticum turgidum var. durum Desf., 2 n = 4 x = 28 genoma AABB) che rappresenta il 

restante 5% (Peng, et al., 2011). 

Tutte le specie del genere Triticum sono originarie della Mezzaluna fertile in Medio 

Oriente, area geografica che abbraccia la Mesopotamia, l’Anatolia, la Siria, la Palestina 

e l’Egitto (Fig.1). È in questo areale che, circa 10000 anni fa, è iniziata la 

domesticazione del frumento la cui coltivazione si è diffusa poi in tutto il mondo. 

Questa regione, ecologicamente molto diversificata, gode dell’influenza di diversi climi: 

1. mediterraneo caratterizzato da inverni miti, piovosi ed estati calde e secche, 2. 

desertico tipico della zona meridionale e 3. steppico, più estremo, in prossimità delle 

catene montuose. Ciò ha conferito alle colture, stabilizzatesi in questi ambienti, una 

notevole capacità di adattamento e resilienza alle più svariate condizioni 

pedoclimatiche. 

 

Figura 1: Area di origine e domesticazione del frumento (Matsuoka et al., 2011). 
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La storia dell’origine, evoluzione e conseguente tassonomia del frumento è 

lunga e complessa: gli eventi di ibridazione intergenerica e interspecifica e 

l’allopoliploidia hanno fatto sì che non vi siano dei confini definiti tra i generi e le 

specie delle Triticeae affinché possa essere effettuata una classificazione univoca che 

raccolga il consenso di tutti i tassonomi. Durante 10000 anni di coltivazione molte 

specie di frumento si sono evolute anche sulla base della selezione umana e l’ampia 

diversità, morfologica e genetica, ha suscitato non poca confusione in termini 

tassonomici. 

Una delle prime classificazione del frumento venne proposta da Carlo Linneo nel 1753 

all’interno della sua opera “Species Plantarum”. Egli suggerì una classificazione 

secondo il sistema binomiale collocando i frumenti domesticati in un unico genere, 

Triticum, all’interno del quale inserì sei specie: T. aestivum, T. hybernum, T. turgidum, T. 

spelta, T. monococcum e T. polonicum. 

Nel 1911 August Albert Heinrich Schulz avanzò una classificazione dei frumenti sulla 

base delle loro caratteristiche morfologiche dividendo il genere Triticum in tre gruppi: 

einkorn, emmer, dinkel. La classificazione di Schulz fu supportata anche dagli studi 

citologici di Tetsu Sakamura (1918) il quale attribuì come numero cromosomico di base 

x=7 ed evidenziò le differenze a livello di ploidia tra i tre gruppi: einkorn 

(T. monococcum) diploidi (2n = 14), emmer (T. turgidum) tetraploidi (2n = 28) e dinkel 

(T. aestivum) esaploidi (2n = 42). 

Anni dopo, nel 1931, fu Hitoshi Kihara che riuscì a comprendere l’evoluzione delle 

diverse specie del genere Triticum attribuendo ai frumenti diploidi il genoma AA, ai 

tetraploidi i genomi AABB, agli esaploidi i genomi AABBDD. 

A seguito della scoperta dei vari livelli di ploidia dei frumenti coltivati venne sviluppata 

la moderna classificazione. I frumenti selvatici non furono descritti fino alla metà del 

XIX secolo a causa della ridotta conoscenza ed esplorazione botanica in Medio Oriente 

dove crescono queste specie (Fig.2). 
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Figura 2: Classificazione dei frumenti (Triticum spp.) e specie affini del genere 

Aegilops sulla base del loro livello di ploidia (Feldman et al., 2012). 

 

 

Nell’origine dei frumenti poliploidi (Fig.3), il primo evento è stato quello 

dell’ibridazione spontanea tra Triticum urartu (genoma AA) e una specie affine 

all’attuale Aegilops speltoides (genoma BB). Questa ibridazione ha dato origine al farro 

selvatico (Triticum dicoccoides, genoma AABB) a partire dal quale si è originato 

l’attuale frumento duro allotetraploide (Triticum turgidum spp. durum, genoma AABB). 

Un secondo evento di ibridazione avvenuto tra il frumento tetraploide coltivato 

(Triticum dicoccon, genoma AABB) e Aegilops tauschii (sin. Ae. squarrosa, genoma 

DD) ha dato origine al frumento alloesaploide dal quale poi si è evoluto il frumento 

tenero odierno (Triticum aestivum, genoma AABBDD). Le specie di frumento 

allopoliploide sono state il risultato di un’ibridazione interspecifica o intergenerica cui 

ha seguito il raddoppiamento cromosomico meiotico nella prima generazione filiale 

(F1), largamente sterile, oppure di un incrocio tra parentali con gameti non ridotti 

(Feldman et al., 2012). 
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Figura 3: Rappresentazione dell’evoluzione delle specie del genere Triticum. 

 

 

1.2 Importanza economica e diffusione 

Denominato “re dei cereali”, il frumento è la seconda coltura alimentare di base 

più importante dopo il riso ed è coltivato in tutto il mondo su circa 220 milioni di ettari 

(FAO, 2021). Rappresenta una delle coltivazioni cerealicole di maggiore interesse a 

livello globale; i motivi della diffusione della sua coltivazione sono riconducibili alle 

caratteristiche di conservabilità della granella, dato il suo ridotto contenuto di acqua, 

all’apporto di nutrienti essenziali per la dieta, all’elevato potere calorico, al sapore 

neutro al palato che lo rende un alimento ad hoc per il consumo quotidiano e 

all’adattamento che questa coltura, grazie alla sua condizione poliploide, presenta ai 

diversi ambienti. Il frumento svolge un ruolo cruciale nel garantire la sicurezza 

alimentare e l’approvvigionamento globale; grazie al suo ricco profilo nutrizionale, 

costituisce una fonte di proteine, amido, vitamine, fibre, composti bioattivi (Erenstein et 

al., 2022) fornendo il 19% del fabbisogno calorico giornaliero e il 21% dell’apporto 

proteico giornaliero nella dieta. Rappresenta la base alimentare della maggior parte delle 

popolazioni. Il frumento tenero è prevalentemente destinato alla produzione di pane e 

prodotti da forno, mentre il frumento duro è impiegato soprattutto nella pastificazione. 

Il consumo di questo cereale è particolarmente elevato nei paesi dell’area mediterranea 

dove esiste la “cultura della pasta e del pane”. La sua coltivazione si estende altresì a 

un’ampia gamma di agroecosistemi: dai confini dell’Artico fino all’equatore, il 
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frumento “non ha rivali nel suo raggio di coltivazione”. Tra latitudini di 30° e 60°N e tra 

27° e 40°S esprime il suo migliore potenziale produttivo e proprio qui sono incluse le 

maggiori aree di produzione del frumento (Oleson, 1994). La Cina è il più grande 

produttore mondiale di frumento seguita da India e Russia (Fig.4). 

 

Figura 4: Produzione globale di frumento (World Economic Forum, FAOSTAT, 2022). 

 

 

1.3 Attuale scenario ambientale 

1.3.1 Lo stress idrico 

Tra i fattori che concorrono al buon esito di una coltivazione, quello di più 

difficile controllo, è l’interazione tra le fasi fenologiche di una coltura e lo svolgimento 

degli eventi climatici. Ciò che risulta dannoso per le piante è, infatti, il verificarsi dei 

fenomeni meteo in modo non regolare. Le colture possono essere soggette a stress sia di 

natura biotica, dovuti all’azione di organismi viventi, che abiotica. In agricoltura lo 

stress abiotico è definito come “una qualunque pressione ambientale in grado di ridurre 

la produttività potenziale di una coltura” (Vernieri et al., 2006). In condizioni di eccesso 

di uno di questi fattori (salinità, siccità, temperatura, radiazione, sbilancio nutrizionale) 

si viene a instaurare una situazione di squilibrio e quindi di stress per le piante. Tutto 

questo ha un impatto sia sulla resa delle colture che sulla attitudine “vocazionale” delle 
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aree agricole limitando fortemente la distribuzione fitogeografica delle cultivar di 

frumento. Esaminando i dati sulla potenzialità produttiva delle colture, risulta evidente 

che le avversità di tipo abiotico possono causare perdite in termini di resa da tre fino a 

diciassette volte maggiori rispetto a quelle di tipo biotico (Tab.1).  

 

Tabella 1: Effetto degli stress biotici e abiotici sulla produttività potenziale delle colture 

(da: Boyer, 1982; Vernieri et al., 2006). 

 

 

*i valori riportati sono espressi in kg/ha. I dati presenti in tabella sono stati ottenuti 

presso U.S. Department of Agriculture, Agriculture Handbook No. 291 (1965). Le 

perdite sono calcolate in percentuale rispetto alla produzione potenziale. 

 

Tra gli stress abiotici quello che rappresenta la principale sfida per la 

coltivazione è il deficit idrico. In uno scenario di avversità climatica e irregolarità dei 

fenomeni meteorologici, che vede quasi la metà delle terre attualmente irrigate e circa il 

20% di tutti i terreni coltivati mondiali interessati da stress idrico e un aumento in 

termini di numero e durata degli eventi siccitosi di circa un terzo, la gestione della 

risorsa acqua rappresenta un aspetto imprescindibile per la produzione agricola. I 

modelli climatici globali attuali prevedono un cambiamento dell’incidenza delle 

precipitazioni con frequenti episodi di siccità. Questa non solo riduce la produzione, ma 

facilita anche l'erosione del suolo e il degrado ambientale. L’incidenza di tale stress è 

maggiore soprattutto nelle situazioni in cui l’agricoltura dipende esclusivamente dalle 

precipitazioni atmosferiche non disponendo di sistemi irrigui. Fino ad oggi l'irrigazione 

ha rappresentato una possibile soluzione, ma lo sta diventando sempre meno con 

l'aumento della domanda globale di acqua che si prevede raggiunga un incremento del 

35% in agricoltura entro il 2050 (Boyer et al., 2004). L'agricoltura è sia una delle 

principali cause che una delle vittime della scarsità d'acqua (FAO, 2019). A livello 

globale, solo 346 mila ettari di superficie sono irrigati mentre il resto dipende 

interamente dalle precipitazioni naturali (Nyaupane et al., 2024). 
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Il frumento presenta un fabbisogno idrico piuttosto elevato. Nei paesi in via di sviluppo, 

a causa della mancanza di sistemi di irrigazione, si è registrata una minore produzione (-

14%) rispetto ai paesi sviluppati. La siccità può arrivare a ridurre la resa del 50-60%. Se 

queste tendenze continueranno, saremo costretti ad interfacciarci con la minaccia della 

futura sicurezza alimentare e nutrizionale mai registrata a causa delle diminuzioni 

produttive. 

L’acqua costituisce un elemento essenziale per la crescita, lo sviluppo e la produttività 

delle piante in quanto regola tutti i processi fisiologici dei vegetali, influenza la 

disponibilità e l’assorbimento di elementi nutritivi dal suolo, contribuisce al 

mantenimento costante della temperatura delle piante attraverso la traspirazione 

stomatica ed è per questo un input essenziale per l’agricoltura (Fig. 5). Di tutte le risorse 

di cui la pianta necessita per crescere e funzionare, l’acqua è la più abbondante e la più 

limitante (Taiz et al., 2016). 

La siccità è un problema di notevole importanza nella produzione agricola e, secondo 

quanto riportato dalla FAO (Food and Agriculture Organization), è responsabile di 

quasi il 34% delle perdite di resa totali (dato del 2020). La diminuzione della 

disponibilità di acqua, oltre al suo effetto negativo sulla produttività della pianta, 

innesca un'ampia gamma di risposte che vanno dagli eventi molecolari, fisiologici e 

biochimici a quelli ecologici. 

Figura 5: Percentuale della superficie agricola totale soggetta a irrigazione (FAO). 
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1.3.2 Risposte adattative delle colture allo stress idrico e ripercussioni sulla resa in 

frumento 

Lo stress idrico ha inizio quando la richiesta d’acqua da parte della pianta supera 

la disponibilità nel suolo (Vernieri et al., 2006). Questa fisiopatia determina un effetto 

diverso in funzione della sua durata, intensità e della fase fenologica nella quale si 

verifica. La struttura della pianta sarà tanto più compromessa quanto più è repentino e 

duraturo lo squilibrio idrico responsabile di modificazioni morfologiche, fisiologiche e 

biochimiche. La carenza di acqua causa una diminuzione del potenziale idrico della 

pianta con conseguente perdita del turgore cellulare. I primi meccanismi adottati dalle 

colture, in condizioni di limitata disponibilità idrica riguardano la riduzione 

dell’espansione fogliare e la chiusura stomatica, messe in atto affinché possano essere 

ridotte le perdite di acqua per traspirazione. Essendo impediti gli scambi gassosi con 

l’esterno anche la fotosintesi clorofilliana è fortemente limitata data la ridotta 

disponibilità di CO2. Questo si traduce in una crescita stentata e quindi diminuito 

accumulo di biomassa (Fig.6). La disidratazione del terreno comporta un aumento della 

concentrazione di sali nella soluzione del suolo con conseguente insorgenza di stress 

osmotico in aggiunta a quello idrico. Spesso, infatti, lo stress idrico si trova correlato ad 

altri fattori di stress come, ad esempio, quello da elevate o basse temperature.  

Quando le cellule perdono acqua si restringono, a seguito del collasso della parete 

cellulare, andando incontro a citorrisi. Il restringimento delle cellule delle radici causa 

un allontanamento delle stesse dalle particelle del terreno; i peli radicali, deputati 

all’assimilazione dell’acqua, così danneggiati non svolgono più la loro funzione di 

assorbimento. La mancanza di acqua conduce a una crescita impropria di radici e 

germogli: il rapporto radice-germoglio tende ad aumentare, favorendo lo sviluppo e 

accrescimento dell’apparato radicale piuttosto che della biomassa aerea al fine di 

massimizzare la ricerca di acqua e nutrienti nel suolo. La siccità può ridurre l’indice di 

vigore delle piante fino al 21%. Il deficit idrico diminuisce l'assorbimento di azoto e 

altri elementi minerali da parte delle piante; ciò che ne consegue è la mobilizzazione 

dell'azoto dalle foglie e dagli steli verso le cariossidi, causando senescenza precoce e 

abscissione delle foglie con successiva riduzione dell’indice di area fogliare (LAI, Leaf 

Area Index).  
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Figura 6: Meccanismi che conducono a una crescita ridotta in condizioni di stress 

idrico (da: Farooq et al., 2009). 

 

 

 

Ulteriori danni sono legati al metabolismo ossidativo alterato in condizioni di 

stress. Il deficit idrico aumenta la produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) 

incrementando il carico ossidativo a livello cellulare. L’instaurarsi dello stress 

ossidativo provoca fitotossicità e, a elevati livelli, i ROS diventano estremamente 

dannosi innescando reazioni ossidative a cascata che compromettono le componenti 

cellulari. I danni maggiori si osservano a livello di DNA, lipidi, proteine e organuli 

cellulari quali cloroplasto e mitocondrio. Questo può condurre a una perdita delle loro 

normali funzioni conducendo alla morte cellulare programmata. 

Il frumento possiede un coefficiente evapo-traspirativo elevato, consumando circa 500-

600 Kg di acqua per produrre 1 Kg di biomassa (Baldoni, 2021). Gli effetti della 

carenza idrica sono evidenti soprattutto durante le fasi di germinazione ed emergenza in 

quanto per poter germinare i semi necessitano di un tasso di umidità elevato. Se l’acqua 

presente nel terreno è insufficiente il potenziale germinativo e l’insediamento delle 

piante saranno compromessi e si avrà una riduzione della densità di piante per unità di 

superficie. A seguito di uno studio condotto nel campo sperimentale dell’Università di 

Razi, Kermanshas (2010-2011) è stato osservato un calo percentuale di germinazione 

del grano del 9,4% con un ritardo di germinazione di 1,91-2,05 giorni a causa dello 

stress idrico (Abdoli e Saeidi, 2012) (2). A livello di produzione, sebbene la siccità 

ostacoli le prestazioni produttive del frumento in tutte le sue fasi di crescita, i maggiori 

danni vengono riscontrati durante le fasi di fioritura e riempimento del seme (siccità 

terminale). Durante l’antesi e la spigatura lo stress idrico potrebbe influire 
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negativamente sull’impollinazione e quindi sulla fertilità della spiga con conseguente 

minore numero di cariossidi per spiga. Gli organi riproduttivi esposti a tali stress hanno 

mostrato difetti meiotici dovuti alle alterazioni morfologiche, strutturali e metaboliche 

che portano alla formazione di gameti prematuri e quindi sterilità riproduttiva. La siccità 

riduce la vitalità del polline portando a una scarsa fertilizzazione. Il polline sterile e gli 

ovuli sottosviluppati a causa del deficit idrico diminuiscono notevolmente il tasso di 

fecondazione. È emerso che lo stress da siccità può ridurre il numero di spighette per 

spiga del 5,9% rispetto a condizioni ottimali di irrigazione, mentre il numero di semi per 

spiga diminuisce in media del 15% (Tatar et al., 2016) (3).  

Nel corso della fase finale di maturazione, invece, un ridotto apporto di acqua associato 

ad elevate temperature determina l’interruzione del trasporto di sostanze elaborate alle 

cariossidi le quali risultano striminzite o nei casi peggiori vuote (fenomeno noto come 

stretta) e con un contenuto proteico e in amido ridotto. La siccità può ridurre l’attività 

degli enzimi chiave per l’accumulo di amido nel seme riducendone il contenuto fino al 

45%. Questo comporta un’alterazione e peggioramento delle caratteristiche qualitative, 

nutrizionali e tecnologiche del frumento. È noto, infatti, che differenti concentrazioni in 

amido e proteine, composti responsabili della natura viscoelastica dell’impasto, possono 

influenzare la qualità dei prodotti finali degli sfarinati. Inoltre, il riempimento 

incompleto delle cariossidi che si viene a verificare porta all’ottenimento di semi di 

piccole dimensioni con minore capacità di germinazione. I semi in condizioni idriche 

limitanti possono subire una diminuzione in peso fino al 10,6 %. 

Tutto questo si ripercuote sulle componenti della resa del frumento. È stato stimato che 

le colture producano solo il 22% del loro potenziale genetico in resa a causa di 

condizioni pedo-climatiche non ottimali (Boyer, 1982). 

Le piante coltivate non dovrebbero avere solo la capacità di sopravvivere alla siccità ma 

anche riuscire a garantire una buona produzione (Khaled et al., 2015). Le colture, 

infatti, riescono spesso a resistere a condizioni idriche deficitarie, ma al costo di una 

notevole perdita di biomassa totale e quindi di raccolto. In condizioni di deficit idrico, 

un'architettura dell'apparato radicale ben sviluppata può migliorare la tolleranza alla 

siccità delle colture e migliorare l'utilizzo delle risorse, aumentando così la resa e la 

qualità delle colture.  

 

 

https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/23311932.2023.2296094
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(2) La prova è stata condotta in campo su diverse cultivar di frumento, scelte sulla base 

della loro diffusione e importanza economica in Iran occidentale. Le condizioni 

sperimentali hanno previsto due regimi di irrigazione: 1. irrigazione costante durante 

tutte le fasi fenologiche, 2. stress idrico in stadio post-antesi con totale assenza di 

irrigazione. Per ogni genotipo e trattamento sono state svolte tre repliche. I risultati 

hanno mostrato l’effetto significativo che le siccità terminale ha avuto su lunghezza e 

peso delle radici, percentuale di germinazione, tempo medio di germinazione e vigore 

delle piante. 

(3) L’esperimento è stato eseguito nell’Università di Hohenheim, Germania. La prova è 

stata condotta in serra e ha riguardato la cultivar di frumento tenero Gӧnen. Le piante 

sono state fatte crescere sotto condizioni ottimali di irrigazione (75% della capacità 

idrica massima (CIM) del vaso) fino allo stadio di levata, quando è iniziato lo stress. Il 

contenuto idrico del terreno è stato progressivamente ridotto fino al 25% della CIM nei 

trattamenti sottoposti a stress idrico fino alla fase di botticella, per poi mantenere tale 

livello fino a maturazione. Le piante non stressate sono state mantenute al 75% della 

CIM per tutta la durata dell’esperimento. I risultati hanno mostrato una significativa 

riduzione nel numero di culmi (minore accestimento), spighe, semi per spiga e peso 

secco totale della pianta nei trattamenti stressati rispetto alle piante ben irrigate. 

 

 

1.4 Erosione genetica legata all’architettura dell’apparato radicale 

A partire dagli anni ’40 del XX secolo l’aumento della produttività, resa 

possibile durante la “Rivoluzione verde” grazie allo sviluppo di varietà a taglia bassa e 

ad alto rendimento e al maggiore uso di input esterni, ha consentito di affrontare lo 

scenario di crisi e carestia che aveva investito la popolazione. Per questo motivo il 

frumento è stato definito come la specie da raccolto “miracoloso”. L’impatto che la 

Rivoluzione verde ha avuto in agricoltura è stato avvincente: durante il decennio 1960-

70 la produzione globale ha mostrato una crescita annua del 4,4%, continuando ad 

incrementare fino agli ultimi anni, passando da 222 milioni di tonnellate negli anni ’60 

alle attuali 785 milioni di tonnellate (Shiferaw et al., 2013). Le rese sono aumentate 

costantemente da una media globale di poco più di 1 tonnellata/ha nei primi anni '60 

fino a raggiungere 3,5 tonnellate/ha delle cultivar moderne, quasi quadruplicando la 

produzione globale.  
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Già con la domesticazione del frumento si è assistito a modificazioni morfologiche e 

fisiologiche risultate da eventi di selezione delle piante affinché queste potessero 

soddisfare i bisogni umani, fenomeno conosciuto come “sindrome da domesticazione” 

(Hammer, 1984). Ciò ha condotto a un accumulo di caratteri favorevoli alla 

coltivazione, risultato nella creazione di piante coltivate a partire da progenitori 

selvatici. Il miglioramento genetico delle specie coltivate incentrato sull’aumento della 

produttività, sull’uniformità genetica delle colture e sull’arricchimento qualitativo, ha 

portato a una perdita di variabilità genetica che, soprattutto alla luce delle sfide 

ambientali che si prospettano, risulta una fonte preziosa per ampliare l’adattamento 

delle cultivar moderne alle sempre più variabili e imprevedibili condizioni pedo-

climatiche. In particolare, per quanto concerne lo stress idrico, i caratteri legati allo 

sviluppo dell’apparato radicale rappresentano l’aspetto cardine su cui focalizzarsi per 

incrementarne la tolleranza. L’erosione genetica avvenuta a seguito della 

domesticazione e delle successive pratiche di selezione e miglioramento genetico ha 

conferito alle varietà moderne un’indesiderata maggiore suscettibilità agli stress 

ambientali (De Sousa et al., 2021) (Fig.7). 

 

Figura 7: Rappresentazione schematica della variabilità genetica presente nelle specie 

selvatiche, domesticate e nelle varietà moderne (da: Ali et al., 2020). 

 

 
 

Il frumento presenta, come tutte le colture monocotiledoni, un apparato radicale 

fascicolato, costituito da radici primarie (seminali), che si originano dall’embrione, e 

da radici secondarie (avventizie o nodali) che si sviluppano dai nodi inferiori del culmo. 

Queste ultime sono le più importanti per l’assorbimento dell’acqua e delle sostanze 

nutritive e per il sostegno della pianta. Nell’embrione sono presenti circa sei primordi 

radicali. Al momento della germinazione la radice principale fuoriesce attraverso la 

coleoriza, seguita da quattro o cinque radici seminali laterali. Queste vanno a costituire 

il sistema radicale seminale che sostiene la pianta fino alla comparsa delle radici nodali. 

L’apparato radicale presenta una potenzialità di approfondimento nel terreno fino a oltre 
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due metri ma solitamente la maggior concentrazione e densità radicale si ritrova nei 

primi trenta centimetri di suolo. 

L’architettura radicale può essere un indice importante per valutare il rendimento di una 

cultivar in condizioni di carenza idrica; caratteri come la densità, la lunghezza e la 

profondità delle radici sono legati alla capacità di estrazione dell’acqua e alla resilienza 

allo stress idrico. L’angolo geotropico, ovvero la distanza delle radici rispetto all’asse 

verticale della pianta, è un parametro che regola tutta l’architettura dell’apparato 

radicale: angoli stretti favoriscono la crescita in profondità nel terreno con conseguente 

migliore assorbimento di risorse mentre angoli radicali ampi sono associati a 

un’esplorazione più superficiale del suolo (Fig.8). 

 

Figura 8: Tipologie di angoli geotropici e differenti sviluppi di apparato radicale in 

cultivar di frumento (da: Fradgley et al., 2020). 

 

 

Il lavoro dei breeders si sta indirizzando quindi verso la riscoperta della così detta 

“metà nascosta”. L’individuazione di caratteri favorevoli legati all’architettura 

dell’apparato radicale ha assunto notevole importanza dal momento che questa può 

influenzare la capacità di assorbimento di acqua e nutrienti e l’adattamento alle varie 

condizioni ambientali. L’ottenimento di cultivar che siano rispondenti alle 

caratteristiche di resilienza climatica dipende essenzialmente dall’espansione delle 

risorse genetiche. 
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1.5 Accesso al materiale genetico proveniente da specie selvatiche affini: l’ingegneria 

cromosomica   

L’ampliamento della diversità genetica è diventato un requisito fondamentale per lo 

sviluppo di varietà che siano sempre più rispondenti a condizioni agro-pedoclimatiche 

mutevoli. L’uso della variabilità genetica proveniente dalle specie selvatiche si è 

rivelato essenziale per incrementare la risposta adattativa delle cultivar moderne. La 

forte diminuzione della diversità genetica, che ha caratterizzato il passaggio dalle forme 

selvatiche a quelle coltivate, ha reso queste ultime maggiormente suscettibili ai vari 

fattori ambientali e parassitari. Secondo Stebbins (1950), gli allopoliploidi di nuova 

formazione sono spesso caratterizzati da una variazione genetica limitata, un fenomeno 

che egli definì "collo di bottiglia” della diversità associata alla poliploidia. Questo si è 

verificato perché solo pochi genotipi diploidi sono stati coinvolti negli eventi di 

speciazione allopoliploide, in quanto l'allopoliploide di nuova formazione viene 

immediatamente isolato riproduttivamente dalle sue due specie parentali e perché il 

tempo non è stato sufficiente per l'accumulo di mutazioni (Feldman, 2012).  

Dal momento che le specie selvatiche di frumento sono portatrici di caratteristiche 

agronomicamente interessanti tra cui la tolleranza a stress di natura biotica o abiotica 

che possono essere utilizzate per il miglioramento genetico del frumento, l’attenzione si 

è rivolta verso il trasferimento di segmenti cromosomici “selvatici” contenenti geni di 

interesse nel genoma del frumento coltivato. 

Le caratteristiche agronomiche, qualitative e produttive del frumento sono state 

ampiamente migliorate attraverso l’introgressione di nuovi geni provenienti dai vari 

pool genici. Il pool genico del frumento è strutturato sulla base della costituzione 

genomica delle specie e sull’efficienza e facilità di ibridazione. La suddivisione in pool 

genici fornisce anche informazioni utili a pianificare i programmi di breeding. Nel 

frumento si riconoscono tre pool genici: primario, secondario e terziario (Fig. 9). 

Rientrano nel pool genico primario tutte le specie dei generi Triticum e Aegilops tra cui i 

progenitori diploidi donatori dei genomi A, B, D, i cui genomi sono completamente 

omologhi a quelli dei frumenti coltivati. Le attività di breeding “tradizionale” si 

svolgono essenzialmente all’interno di questo pool data la facilità di trasferimento 

genico interspecifico per ricombinazione omologa. Ciò ha nel tempo comportato 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3522158/#bib112
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un’erosione della diversità genetica, con conseguente incremento di suscettibilità e 

vulnerabilità agli stress ambientali e alle fitopatie.  

Al pool genico secondario afferiscono le specie di Triticum e Aegilops che possiedono 

almeno un genoma in comune con il frumento coltivato. Il trasferimento genico 

all’interno di questo pool genico richiede interventi citogenetici per favorire la 

ricombinazione tra cromosomi omeologhi della specie “donatrice” e quelli del frumento 

(Chaudhary et al., 2013). Infine, fanno parte del pool genico terziario, le specie diploidi 

e poliploidi dei generi appartenenti alla tribù delle Triticeae, che presentano affinità 

(omeologia) più ridotta con i genomi del frumento. I pool genici secondario e terziario, 

fino ad oggi poco esplorati, si sono invece rivelati essere una fonte di variabilità 

genetica preziosa, anche proprio perché poco o nulla sfruttata, per migliorare 

geneticamente i frumenti coltivati. Il trasferimento genico dai pool secondario e 

terziario non può essere ottenuto mediante ricombinazione omologa ed è per questo che 

è stato necessario mettere a punto strategie alternative che potessero permettere di 

superare le barriere genetiche interspecifiche.  

 

Figura 9: Struttura dei pool genici di frumento (da: Guzzon et al., 2022). 

 

 

 

L’ingegneria cromosomica, termine coniato per la prima volta dallo scienziato 

americano Ernest Robert Sears (Sears, 1972), è una metodologia citogenetica che ha 

reso possibile l’accesso alla variabilità genetica presente all’interno dei pool genetici 

secondario e terziario fino a quel momento inaccessibile. Tale metodologia si basa sul 
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trasferimento di segmenti cromosomici da specie affini, contenenti particolari geni di 

rilevanza agronomica, all’interno dei cromosomi del frumento.  

Sfruttando l’omeologia esistente tra i genomi di specie affini, selvatiche e coltivate, e 

quelli dei frumenti coltivati, il trasferimento interspecifico di segmenti cromosomici è 

possibile grazie a manipolazioni genetiche del sistema di controllo dell’appaiamento e 

ricombinazione. Il ruolo più importante è legato all’attività del gene Ph1 (pairing 

homeologus), localizzato sul braccio lungo del cromosoma 5 del genoma B (presente sia 

in frumento tenero che in duro), che normalmente agisce da soppressore 

dell’appaiamento omeologo (Ceoloni e Jauhar, 2006). 

Dal momento che l’assenza del gene Ph1 permette ai cromosomi non perfettamente 

omologhi di riconoscere le loro parziali omeologie e di appaiarsi e ricombinare, seppur 

con frequenze inferiori, sono stati isolati dei mutanti al locus Ph1. La strategia più 

efficiente per ottenere introgressioni controllate di segmenti cromosomici da specie 

affini al frumento è quella di utilizzare tali mutanti nei programmi di incrocio alla base 

dell’ingegneria cromosomica (Fig.10). Con il miglioramento delle metodologie 

citogenetiche e l’uso di marcatori molecolari, che permettono una rapida ed efficiente 

caratterizzazione dei prodotti di introgressione (Ceoloni e Jauhar, 2006), il trasferimento 

di geni “target” all’interno delle cultivar di frumento, sia a livello interspecifico che 

intergenerico, è reso possibile con un’elevata percentuale di successo. È così possibile 

l’arricchimento della base genetica, delle cultivar moderne, gravemente erosa nel corso 

degli ultimi decenni.  

 

Figura 10: Sfide e applicazioni relative all’impiego di risorse genetiche aliene per il 

miglioramento dei frumenti coltivati (da: Kumar et al., 2014). 
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1.6 Il genere Thinopyrum come fonte di variabilità per il frumento 

Le graminacee perenni appartenenti alla tribù delle Triticeae hanno contribuito 

ad ampliare la base genetica dei frumenti (Triticum L.) già a partire dagli anni ‘30 del 

‘900 (Tsitsin, 1965), quando è stato ottenuto il primo ibrido tra una di tali graminacee e 

il frumento, con l’obiettivo di rendere quest’ultimo una specie perenne. Inizialmente 

solo poche specie furono incluse nei programmi di ibridazione; poi, con il 

miglioramento delle tecniche, tra cui il raddoppiamento cromosomico, il controllo 

dell’appaiamento cromosomico e la manipolazione cromosomica, una gamma più 

ampia di specie sono state utilizzate negli incroci (Pienaar, 1990). 

Come detto, l’introgressione di geni da specie affini, soprattutto selvatiche, offre 

l’opportunità di creare nuova variabilità attraverso il trasferimento di importanti 

caratteri, non disponibili nel background genetico delle specie coltivate. Questo 

contribuisce all’ottenimento di nuovo materiale genetico destinato alla coltivazione 

maggiormente rispondente alle condizioni ambientali soggette a cambiamenti anche 

cospicui.  

Ad oggi, oltre 52 specie di Triticeae afferenti a 13 generi diversi sono state utilizzate 

con successo per arricchire la diversità genetica del frumento coltivato. Tra quelle 

maggiormente impiegate in programmi di ibridazione sono diverse specie appartenenti 

al genere Thinopyrum Lӧve. I principali obiettivi di questi incroci erano, e sono 

tutt’oggi, rivolti al trasferimento di caratteristiche favorevoli ai frumenti coltivati quali: 

1. habitus perenne, 2. tolleranza alla salinità, 3. tolleranza allo stress idrico, 4. resistenza 

a patologie, 5. aumentata qualità della granella, 6. maggiore resa. 

Thinopyrum è stato classificato come un nuovo genere nel 1980 da Áskell Löve. Il 

genere Thinopyrum, appartenente al pool genico terziario del frumento, comprende 

specie a diversa ploidia (da diploidi a decaploidi) e composizione genomica (Ceoloni et 

al., 2014). Il genere include tre specie diploidi (2n = 14), Th. bessarabicum, Th. 

elongatum e Th. haifense; dieci specie allotetraploidi (2n = 28), Th. caespitosum, Th. 

corsicum, Th. curvifolium, Th. distichum, Th. flaccidifolium, Th. junceiforme, Th. 

nodosum, Th. sartorii, Th. scirpeum, e Th. scythicum; nove specie alloesaploidi (2n = 

42), Th. acutum, Th. barbulatum, Th. gentry, Th. intermedium, Th. junceum, Th. 

podperae, Th. pulcherrimum, Th. trichophorum, e Th. varnense; due specie ottoploidi 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10803699/#CR5
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(2n = 56), Th. runemarkii e Th. turcicum; una specie decaploide (2n = 70) Th. ponticum 

(sinonimi Th. elongatum, Agropyron elongatum, Lophopyrum ponticum) (Tab. 2). 

Tabella 2: Specie del genere Thinopyrum (Pienaar, 1990). 

 

 

Per quanto attiene la costituzione genomica alle specie diploidi è stato assegnato 

il genoma E (= Ee) a Th. elongatum e il genoma J (= Eb), simile ma non completamente 

omologo a E, a Th. bessarabicum. La composizione dei genomi delle specie poliploidi 

è, invece, ancora oggi molto discussa e controversa. Si è arrivati comunque, dopo ampio 

dibattito, alla conclusione che un terzo genoma, denominato St o S, caratteristico del 

genere Pseudoroegneria e affine a E e J, sia presente in Th. intermedium e Th. ponticum 

(ai cromosomi di Thinopyrum spp. vengono spesso attribuite denominazioni generiche, 

tra cui “el”, “Ag” o “E”). Le formule genomiche suggerite per tali specie includono 

EeEbSt e E1E2St oppure JJs S per Th. intermedium, e EeEbExStSt o JJJJsJs per Th. 

ponticum. Il dibattito su questi genomi si concentra soprattutto sul fatto se esistano 

completi cromosomi St/S o se la presenza del genoma St (o S) sia confinata 

essenzialmente alla regione pericentromerica di determinati cromosomi (Ceoloni et al., 

2014b, 2015) (Fig.11). 
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Figura 11: Numero cromosomico e costituzione genomica delle principali specie 

perenni di Triticeae (in grassetto le specie più frequentemente incrociate con il Triticum 

L.).  

 

 
 

Dagli anni '60, almeno 15 geni per la resistenza a stress fungini o virali sono stati 

trasferiti da Thinopyrum ponticum e Th. intermedium ai frumenti coltivati sotto forma di 

segmenti cromosomici contenenti i geni di interesse. 

Un gruppo cromosomico di Thinopyrum spp., particolarmente ricco in geni target per il 

miglioramento del frumento, è quello che condivide omeologia con il gruppo 

cromosomico 7 del Triticum spp. I cromosomi 7 delle specie poliploidi Th. intermedium 

e Th. ponticum sono stati largamente esplorati ai fini del trasferimento di caratteri utili. 

In particolare, un cromosoma del gruppo 7 di Th. ponticum, denominato 7Ag o 7el, si è 

rivelato essere particolarmente ricco di geni chiave per il miglioramento dei frumenti. 

(Ceoloni et al., 2014; 2015). 

 

1.6.1 Caratteristiche agronomicamente favorevoli delle graminacee selvatiche 

La possibilità di esplorare il potenziale genetico delle specie selvatiche di frumento è 

divenuto uno degli obiettivi principali dei programmi di breeding. In un contesto 

agricolo che appare notevolmente differente rispetto ad alcune decine di anni fa 

(Ceoloni e Jauhar, 2006), affinché possa essere garantita la produttività agricola, si 

rende sempre più urgente implementare la base genetica delle attuali cultivar. Le specie 

selvatiche di frumento sono molto diversificate e variabili in termini di caratteristiche 

morfo-fisiologiche. L'eterogeneità genetica e la continua evoluzione, che ha portato alla 

fissazione di caratteristiche adattative, hanno permesso a queste specie di far fronte alle 

mutevoli condizioni pedo-climatiche sopravvivendo alle numerose sfide ambientali 

predominanti e garantendo allo stesso modo una produttività stabile (Boudiar, 2021). 
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Numerose graminacee selvatiche presentano un habitus di crescita perenne, una 

notevole adattabilità a un’ampia gamma di condizioni edafiche e climatiche, resistenza 

a stress di natura biotica e abiotica, e, dipendendo dalle specie, la presenza di un 

apparato radicale notevolmente sviluppato (Fig. 12). 

Figura 12: Rappresentazione dello sviluppo degli apparati radicali di una graminacea 

selvatica del genere Thinopyrum (a sinistra) e degli apparati radicali superficiali del 

frumento coltivato (a destra) (da: Harlan, 2015). 

 

 
 

Quest’ultimo aspetto conferisce alle graminacee selvatiche la capacità di 

adattarsi anche in condizioni idriche limitanti, garantendo l’assorbimento di acqua dagli 

strati più profondi del suolo. Come detto, la siccità è uno dei fattori ambientali più 

significativi in grado di influenzare la produzione globale di frumento. Le radici più 

profonde possono estrarre più acqua dal sottosuolo, in particolare durante le ultime fasi 

di sviluppo e di riempimento della cariosside, migliorando così la resa in ambienti idrici 

limitanti (Fig.13). 

Figura 13: Influenza dello sviluppo dell’apparato radicale sulla resa in frumento in 

condizioni di stress idrico (da: Roger et al., 2015). 
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Un ampio sviluppo radicale permette inoltre un ottimale assorbimento di 

nutrienti dal terreno, limitando in questo modo il problema del dilavamento, con 

conseguente minori perdite di elementi nutritivi soprattutto azoto e fosforo che vengono 

forniti alle colture, che contribuisce al fenomeno dell’eutrofizzazione delle acque a 

seguito della presenza eccessiva di inquinanti. 

La massa radicale molto densa di queste specie fa sì, inoltre, che si limiti l’erosione del 

suolo (Fig.14). Questo fenomeno porta a una riduzione della fertilità, concentrata 

maggiormente in prossimità della superficie del terreno causando una diminuzione della 

produttività delle colture. 

In aggiunta, alcune di queste specie, definite alofite, presentano una notevole 

adattabilità alla salinità; anche in suoli salini le radici di tali graminacee possono 

raggiungere profondità di 3,7 m. Questo aspetto risulta essere molto importante dal 

momento che dei 230 milioni di ettari di terra irrigata, il 19,5% è gravemente colpito 

dalla salinità (FAO, 2024). Vi è perciò la necessità di implementare la tolleranza alla 

salinità delle attuali cultivar di frumento al fine di sfruttare per la coltivazione anche gli 

ambienti salini. 

Le graminacee selvatiche mostrano per di più una maggiore termostabilità del sistema 

fotosintetico che consente alla pianta di essere tollerante in situazioni di temperatura 

elevata. I cereali coltivati in zone a clima “temperato” crescono in un'ampia gamma di 

ambienti semi-aridi, ma mostrano marcate riduzioni della produttività e della resa se 

esposti alle alte temperature. 

Numerose specie selvatiche affini al frumento presentano, invece, un'ampia variazione e 

plasticità in termini fenologici, utile per la risposta adattativa a temperature non 

ottimali.  

Tutti questi caratteri agronomicamente utili, frutto di millenni di evoluzione, possono 

essere impiegati per implementare la variabilità genetica dei frumenti attualmente 

coltivati, consentendo in questo modo di estenderne l’areale produttivo anche in zone 

considerate marginali o comunque caratterizzate da condizioni di crescita meno 

favorevoli. 
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Figura 14: Sviluppo dell’apparato radicale di frumento (a sinistra di ogni coppia) e di 

Thinopyrum intermedium (a destra di ogni coppia) graminacea selvatica affine al 

frumento e specie perenne (da: Cox et al., 2006). 

 

 
 

1.6.2 Ottenimento di linee ricombinanti Triticum durum- Thinopyrum spp. 

L’ingegneria cromosomica ha aperto la strada all’esplorazione della diversità 

genetica; ciò ha permesso di accedere a determinate regioni cromosomiche e geni di 

interesse, anche di specie tassonomicamente e citogeneticamente meno affini al 

frumento, come quelle del genere Thinopyrum. Attraverso questa metodologia sono stati 

trasferiti in frumento, sia tenero che duro, specifici segmenti cromosomici di 

Thinopyrum spp., con particolare riferimento alle specie Th. ponticum e Th. elongatum. 

Queste e altre specie del genere Thinopyrum possiedono geni di interesse per il 

miglioramento del frumento contro i principali agenti biotici quali ruggine delle foglie, 

ruggine del fusto, oidio, virus del mosaico striato, fusariosi e fattori abiotici come 

salinità, tolleranza al calore, al freddo e allo stress idrico. 

Nonostante inizialmente le introgressioni fossero essenzialmente volte al trasferimento 

di caratteri per la resistenza alle principali patologie del frumento, quali ruggini e 

fusariosi della spiga, le linee ricombinanti hanno mostrato, rispetto ai genotipi controllo, 
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migliori caratteristiche anche della produttività, tra cui una maggiore stabilità della resa 

in condizioni ambientali non ottimali (Kuzmanović et al., 2020). 

Utilizzando l'assenza del cromosoma 5B, e quindi del gene Ph1 in esso localizzato, per 

indurre ricombinazione tra il cromosoma 7Ag e i suoi omeologhi di frumento, Sears 

(1973) ottenne diverse linee ricombinanti di frumento tenero, tutte coinvolgenti il 

cromosoma 7D, eccetto una, la linea Transfer N°12, in cui il cromosoma di frumento 

ricombinato era il 7A (Eizenga, 1987). 

La maggior parte delle introgressioni ottenute tramite approcci di ingegneria 

cromosomica hanno riguardato il frumento tenero, esaploide; il frumento duro, data la 

sua ristretta area di coltivazione, la minore importanza economica a livello mondiale e a 

causa delle maggiori difficoltà che si riscontrano nella manipolazione del suo genoma 

tetraploide rispetto al frumento tenero, è stato oggetto di minori introgressioni 

interspecifiche (Ceoloni et al., 2005). 

Tuttavia, a tale attività di trasferimento genico da specie di Thinopyrum spp. in frumento 

duro si è lungamente dedicato il Laboratorio di Citogenetica Vegetale dell’Università 

degli Studi della Tuscia (Ceoloni et al., 2005). Ai fini del raggiungimento di questo 

obiettivo è stata inizialmente impiegata come donatore la linea Transfer N° 12, in 

quanto derivante dalla ricombinazione omeologa del cromosoma 7Ag di Thinopyrum 

ponticum con il 7A del frumento tenero, presente anche nel duro (Sears, 1973; Eizenga, 

1987). Dal momento che la porzione cromosomica di Th. ponticum interessava l’intero 

braccio cromosomico lungo (L) e metà del braccio corto, e data la minore tolleranza del 

frumento duro alla presenza di estese porzioni di cromatina estranea, è stato necessario 

effettuare incroci e reincroci con il mutante ph1c del frumento duro Creso. In questo 

modo sono stati ottenuti ricombinanti secondari 7AgL/7AL contenenti una minore 

quantità di 7Ag rispetto al ricombinante primario (Ceoloni et al., 2005; Fig. 15). La 

selezione di tali ricombinanti è stata effettuata tramite ibridazione in situ genomica 

(GISH), utilizzando come sonda il DNA totale di Th. ponticum. Dei 10 ricombinanti 

secondari ottenuti, 6 presentavano porzioni distali di cromatina 7AgL sul braccio 

cromosomico 7AL in percentuali dal 22 al 40% e i restanti 4 porzioni distali di 7AgL 

dal 10 a più del 40% (Ceoloni et al., 2005). 
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Figura 15: Ricombinanti di frumento duro recanti porzioni di diversa entità del 

cromosoma 7Ag di Th. ponticum (Ceoloni et al., 2005). 

 

 

Al fine di verificare e approfondire gli effetti positivi osservati sulla resa 

(Kuzmanović et al., 2014) legati al trasferimento del segmento cromosomico di 

Thinopyrum ponticum in frumento duro, ulteriori prove sperimentali sono state condotte 

da Kuzmanović et al. (2016; 2018). Nello studio sono state incluse tre linee 

ricombinanti quasi isogeniche (NIRLs) di frumento duro-Th. ponticum che possiedono 

rispettivamente il 23% (R5-2-10), il 28% (R112-4) e il 40% (R23-1) del loro braccio 

distale 7AL sostituito dalla cromatina 7AgL aliena. Per studiare gli effetti generali e 

ambiente-specifici della cromatina estranea numerosi caratteri morfologici e fisiologici 

sono stati valutati in tre diversi ambienti: Italia, Marocco e Australia meridionale. La 

sperimentazione è stata condotta in campo in assenza di sistemi di irrigazione. 

L’esperimento ha avuto una durata di quattro anni e i risultati ottenuti hanno confermato 

e messo ulteriormente in evidenzia le potenzialità del segmento cromosomico 7AgL di 

Th. ponticum per i caratteri correlati alla resa. Queste linee sono state sottoposte a 

fenotipizzazione dettagliata di oltre trenta caratteri agronomici, fisiologici e qualitativi 

in diversi stadi di sviluppo delle piante. In particolare, è emerso: incremento di 

biomassa m-2 (+9%), numero di spighe m-2 (+13%), numero di cariossidi m-2 (+11%), 

numero di spighette (+8%) così come è stato riscontrato un aumento della dimensione 

della foglia a bandiera, aspetto correlato positivamente con l’incremento dell’attività 

fotosintetica, del riempimento delle cariossidi e della resa in condizioni di stress idrico. 

È stata quindi messa in evidenza la correlazione tra la presenza di cromatina estranea 

nelle NIRLs e numerosi caratteri quali il miglioramento della resistenza a stress biotici e 
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abiotici con particolare riferimento all’assorbimento nutritivo e idrico legato a una 

morfologia radicale più efficiente. 

 

1.7 Il gene LRD 

Per trasferire in modo efficace i tratti radicali adattativi allo stress idrico in 

colture come il frumento (Triticum spp.), è stato necessario comprendere le basi 

genetiche e fisiologiche di tali caratteri ed esplorare i nuovi alleli o geni che sono andati 

perduti durante l'addomesticamento e la selezione per l’incremento della resa in 

ambienti ottimali. I numerosi e noti contributi offerti dalla variabilità genetica delle 

graminacee selvatiche circa la resistenza ai fitopatogeni e il miglioramento della resa 

quanti-qualitativa, hanno fatto perciò intuire ulteriore potenzialità in termini di 

morfologia radicale ed efficienza di assorbimento idrico e nutritivo. 

Gli studi condotti da Placido (Placido et al., 2013; 2020), sull’ipotesi che le 

traslocazioni del segmento cromosomico proveniente da Th. ponticum potessero 

introdurre nuovi geni o alleli legati all’apparato radicale in frumento, ha portato alla 

caratterizzazione di un allele del gene LRD (Lateral Root Density), presente in questa 

specie selvatica e andato perduto durante l’attività di selezione.  

Per l’esperimento, che ha condotto alla caratterizzazione dell’allele per il gene LRD 

proveniente dalla graminacea selvatica Th. ponticum (Placido et al., 2013; 2020), sono 

stati impiegati tre differenti genotipi: una linea parentale di frumento tenero P76, una 

linea di traslocazione TL, un controllo negativo NC. L’analisi fenotipica effettuata sulle 

plantule è stata condotta utilizzando il metodo del cigar rool che consiste nel disporre i 

semi su un foglio di carta da filtro che sarà poi avvolto su se stesso verticalmente. Tale 

metodo ha permesso di identificare precocemente le differenze di crescita delle radici. 

Al momento dell’inizio dello stress idrico le piante controllo sono state annaffiate 

normalmente con 50 mL di acqua e 50 mL di soluzione nutritiva di Hoagland (mg/L: 

224 N, 62 P, 235 K, 160 Ca, 24 Mg), mentre alle piante stressate veniva fornita solo la 

soluzione di Hogland. I dati analizzati hanno riguardato il numero di radici laterali, la 

lunghezza della radice principale, la densità radicale, la lunghezza dei germogli. Dal 

campionamento effettuato 18 giorni dopo la germinazione è emerso uno sviluppo in 

termini di biomassa radicale maggiore per quanto riguarda la linea di traslocazione (TL) 

rispetto agli altri genotipi in situazione di deficit idrico.  In condizioni ben irrigate, 
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invece, non sono state riscontrate differenze significative nella lunghezza delle radici e 

dei germogli tra i genotipi (Fig.16). 

Figura 16: Differente sviluppo di apparato radicale; a sinistra in condizioni idriche 

ottimali, a destra in condizione di stress idrico. Si noti come nella condizione di deficit 

idrico la linea di traslocazione TL presenti una maggiore densità radicale, lunghezza 

delle radici e biomassa epigea rispetto agli altri due genotipi (da: Placido et al., 2013). 

 

L’analisi del trascrittoma radicale dei genotipi posti sia in condizioni idriche 

ottimali che limitanti, eseguito allo stadio fenologico di preaccestimento, ha permesso di 

chiarire il meccanismo molecolare alla base dell’aumento della biomassa radicale 

osservato nella linea di traslocazione TL. È emersa un’espressione differenziale dei geni 

noti per svolgere un ruolo nello sviluppo radicale tra i vari genotipi. Uno di questi geni 

(LRD) è un ortologo del grano del gene KNOTTED-LIKE3 (KNAT3) in Arabidopsis 

(Arabidopsis thaliana). È stata osservata in condizioni idriche limitanti una 

sottoespressione della variante allelica 7el1 del gene LRD  nelle radici e nei germogli 

della linea di traslocazione rispetto agli altri genotipi, in cui vi è sovraespressione del 

gene, che ha portato ad affermare che tale gene agisce come regolatore negativo dello 

sviluppo laterale delle radici e in particolare, sulla base della risposta contrastante 

osservata a livello di espressione, che LRD regola la crescita laterale delle radici in 

frumento in condizioni di stress idrico. Il fatto che nella linea di traslocazione, in 

condizioni di stress idrico, il gene LRD sia sottoespresso conferisce la capacità di 

mantenere l’accrescimento dell’apparato radicale; l’allele Thinopyrum di LRD è 

sottoespresso in risposta alla limitazione di acqua in contrasto con l'omeoallele 7D del 

frumento tenero che è sovraespresso.  
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2. OBIETTIVI 

Le linee ricombinanti quasi isogeniche di frumento duro-Thinopyrum ponticum 

ottenute presso il laboratorio di Citogenetica Vegetale dell’Università degli Studi della 

Tuscia (§1.6.2) avevano mostrato durante diverse prove in campo, di essere superiori 

per vari caratteri che contribuiscono alla resa, quali ad esempio, resa in granella per m2, 

biomassa per m2, numero di spighe per m2, numero di semi per m2 e sviluppo di 

biomassa radicale, grazie alla presenza di porzioni di cromatina 7el1 di Th. ponticum sul 

proprio braccio cromosomico 7AL (Kuzumanović et al. 2014, 2018; Virili et al., 2015). 

Queste evidenze ci hanno portato ad approfondire lo studio del gene LRD (Lateral Root 

Density) dimostrato essere coinvolto nel meccanismo di risposta adattativa delle radici 

in linee di traslocazione di frumento tenero-Th. ponticum sottoposte a stress idrico 

(Placido et al. 2013, 2020). In particolare, sulla base delle informazioni disponibili per il 

frumento tenero, è plausibile che l’allele di LRD della specie selvatica Th. ponticum 

d’interesse, sia putativamente localizzato anche nelle introgressioni 7el1L trasferite sul 

cromosoma 7A nelle linee ricombinanti di frumento duro-Th. ponticum, disponibili nel 

laboratorio di Citogenetica Vegetale. 

Il primo obiettivo di questa tesi di laurea, dunque, è volto alla determinazione 

della localizzazione del gene LRD lungo il segmento cromosomico 7el1L nelle linee 

ricombinanti frumento duro- Th. ponticum. Il secondo e conseguente obiettivo è la 

fenotipizzazione dei principali caratteri morfologici delle radici dei genotipi contenenti 

il gene LRD da Th. ponticum, sia in condizioni ottimali che di stress idrico. Ultimo 

obiettivo è l’analisi di espressione del gene LRD nel tessuto radicale, campionato 

durante l’esperimento con lo stress idrico imposto, al fine di approfondire le conoscenze 

relative alle sue putative funzioni nello sviluppo dell’apparato radicale in frumento duro 

sottoposto a condizioni di deficit idrico.  
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Materiali vegetali 

In questo lavoro di tesi è stata impiegata una linea ricombinante quasi 

isogenica (NIRL) di frumento duro–Th. ponticum, denominata R112-4, ottenuta 

mediante ingegneria cromosomica presso il laboratorio di Citogenetica Vegetale 

dell’Università degli Studi della Tuscia (Ceoloni et al., 2005). La linea R112-4 è 

stata sviluppata attraverso 5 reincroci (Back Cross, BC5) della linea ricombinante 

primaria (Ceoloni et al., 2005) con la cultivar di frumento duro ricorrente Simeto ed 

è caratterizzata da una porzione distale del braccio cromosomico 7AL sostituita per 

il 28% da cromatina del braccio 7el1L di Th. ponticum (Fig. 17). Nella porzione sub-

telomerica del 7el1L sono contenuti alcuni geni utili provenienti dalla specie 

selvatica come i due geni per la resistenza alla ruggine bruna (Lr19), alla ruggine 

nera (Sr25) e il gene per l’aumento del contenuto dei carotenoidi nella cariosside 

(Yp). Inoltre, nella porzione del segmento trasferito compresa dal 23 al 28%, si 

presume sia localizzato anche il gene LRD oggetto di studio (Fig. 17). Il genotipo 

R112-4 impiegato in tale lavoro è rappresentato da piante omozigoti per la presenza 

(R112+) e assenza (R112–) del segmento cromosomico 7el1L. Solo per la mappatura 

del gene LRD, oltre al ricombinante R112+, è stato usato il DNA della varietà 

Simeto e delle altre linee ricombinanti disponibili (Fig. 17): primarie, contenenti 

diversa quantità di cromatina di Th. ponticum sul braccio lungo del cromosoma 7A 

(denominate R5+ e R23+); secondarie, contenenti anche una porzione di diversa 

entità di cromatina proveniente dalla specie diploide Th. elongatum (denominate 

R69-9/R112+ e R74-10/R112+). 
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Figura 17: La mappa citogenetica di ricombinanti di frumento duro ottenuti tramite 

l’ingegneria cromosomica (Ceoloni et al., 2005) recanti porzioni di diversa entità del 

cromosoma 7el1L di Thinopyrum spp. sul braccio lungo del cromosoma 7A e la 

posizione fisica dei geni noti della specie selvatica, determinata tramite l’utilizzo dei 

marcatori molecolari polimorfici.  

 

 

3.2 Germinazione dei semi 

Per tutti gli esperimenti descritti in questa tesi i semi dei genotipi R112+ e R112- 

sono stati fatti germinare seguendo lo stesso procedimento di seguito riportato in breve. 

I semi sono stati inizialmente sterilizzati in soluzione di ipoclorito di sodio al 20% per 

cinque minuti dopodiché sono stati risciacquati due volte con H2O distillata per 

rimuovere l’eccesso di soluzione. Infine, i semi sono stati lasciati in acqua per qualche 

ora e successivamente disposti su carta filtro umida all’interno di piastre Petri (Fig.18a). 

Al fine di interrompere la dormienza e favorire quindi la germinazione dei semi, questi 

sono stati posti al buio a quattro gradi per tre giorni (operazione nota con il nome di 

prechilling) e successivamente trasferiti a temperatura ambiente e tenuti al buio fino 

all’emissione delle tre radichette embrionali (Fig.18b). Le plantule, così ottenute, sono 

state trasferite nei vasi con il terriccio per essere usate sia nell’estrazione del DNA da 

tessuto fogliare sia nell’esperimento di applicazione dello stress idrico (vedi §3.3.1; 

§3.4). 
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Figura 18: Semi dei genotipi R112+ e R112- disposti su piastre Petri all’inizio della 

germinazione (a) e dopo quattro giorni dall’inizio della germinazione (b).  

 

 

3.3 Mappatura del gene LRD  

3.3.1 Estrazione del DNA 

Il DNA per l’analisi PCR è stato ottenuto dalle foglie delle plantule dei genotipi 

R112+ e R112-, allo stadio di prima foglia aperta (Fig.19a), seguendo il protocollo 

descritto da Dellaporta et al. (1983) e di seguito riportato. Circa 2 cm di tessuto fogliare 

per ogni genotipo sono omogeneizzati in presenza di 350 µL di buffer di estrazione [Tris 

1M (pH 8), EDTA 0,5M (pH 8), NaCl 5M, H20 distillata, SDS 10%] (Fig.19b). Il 

materiale omogeneizzato è incubato a 65 ◦C per trenta minuti. Successivamente si 

aggiungono 200 µL di potassio acetato 5M e, dopo agitazione, i campioni vengono 

incubati in ghiaccio per un’ora. Trascorso il tempo si effettua una centrifugazione a 

14000 rpm per 20 minuti. In questo modo si ottiene una separazione tra il surnatante e il 

pellet depositato sul fondo. Il surnatante contenente gli acidi nucleici, viene prelevato e 

trasferito in una nuova provetta. Dopo un'altra centrifugazione di dieci minuti, si 

recupera il surnatante e si inserisce in nuove provette. Ad ogni campione vengono 

aggiunti 500 µl di isopropanolo freddo (conservato a -20 ◦C), si agitano e centrifugano 

le provette per 15 minuti per far precipitare il DNA. Dopo che il surnatante viene 

scartato, ad ogni campione si aggiungono 400 µL di etanolo al 70% e si applica una 

nuova centrifugazione per 5 minuti. Infine, dopo la rimozione del surnatante, i pellet 

contenenti il DNA si lasciano asciugare per far evaporare i residui di etanolo e in 

seguito si risospendono in 50 µL di acqua doppio distillata. 
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Figura 19: Plantule allo stadio della prima foglia (a) usate per l’estrazione del DNA e la 

ri-sospensione del tessuto omogeneizzato nel tampone di estrazione del DNA (b). 

 

                                                a                                                   b 

 
 

3.3.2 La reazione a catena della polimerasi (PCR, Polymerase Chain Reaction) per il 

gene LRD e la visualizzazione dei prodotti ottenuti  

La reazione PCR è stata effettuata usando il termociclatore T100TM (Bio-Rad). 

Nella PCR sono stati utilizzati i primers specifici per il gene LRD, precedentemente 

sviluppati nel laboratorio con le sequenze di seguito riportate: primer forward, Pf 

CCTTCAAGGAACAGCTCCAGC e primer reverse, Pr 

AAAAGGGTCAGGTCATCGAG. 

Le concentrazioni dei reagenti della miscela per la PCR e le condizioni della reazione 

per l’amplificazione del gene LRD sono rispettivamente riportate nelle tabelle 3 e 4. La 

PCR è stata effettuata in un volume totale di 10 μL per ciascun campione, usando la mix 

per la PCR Go Taq Green Master Mix (Promega, Codice #9PIM712), contenente la Taq 

polimerasi, il magnesio e il colorante per la visualizzazione dei prodotti della reazione.  

Tabella 3: Concentrazioni dei reagenti utilizzati nella miscela per l’amplificazione PCR 

del gene LRD. 

Reagenti Concentrazione 

iniziale dello stock 

Concentrazione finale 

della miscela LRD 

Go Taq Green 

Master Mix 
2x 0.8x 

Primer forward 10 μM 200 nM 

Primer reverse 10 μM 200 nM 

DNA - 25 ng 

H2O - fino a volume 
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Tabella 4: Condizioni di amplificazione PCR per il gene LRD. 

Fase Temperatura (°C) Tempo Numero 

cicli 

Denaturazione 

iniziale 

96 5’ 1x 

Denaturazione 96 30” 35 x 

Annealing 61 30” 

Allungamento 72 30” 

Allungamento 

finale 

72 7’ 1x 

Mantenimento 8 infinito 1x 

 

I prodotti di amplificazione sono stati visualizzati su gel d’agarosio al 2% 

usando le celle di corsa elettroforetica orizzontale (PowerPac Basic Power Supply 

#1645050, Bio-Rad) applicando un voltaggio di 90 V per 80 minuti. Per identificare la 

grandezza delle bande ottenute, il marker (ladder) commerciale da 100 bp (GeneDirex, 

100bp DNA ladder H3 RTU, n.11DM165123) è stato usato insieme ai campioni sul gel. 

Le bande amplificate sono state visualizzate tramite la luce ultravioletta allo strumento 

Gel DOC (Bio-Rad) previa aggiunta di bromuro di etidio al gel d’agarosio in fase di 

preparazione.  

 

3.4. Allevamento delle piante e applicazione dello stress idrico controllato 

Per analizzare i fenotipi delle piante R112+ e R112- e per la successiva analisi di 

espressione dei loro corrispettivi alleli 7el1 e 7AL del gene LRD, è stato allestito un 

esperimento nella camera di crescita con l’applicazione dello stress idrico a partire dallo 

stadio della terza foglia delle plantule.  

Le plantule dei due genotipi, precedentemente germinate nelle piastre Petri, (vedi §3.2) 

sono state trasferite all’interno di vasi (dimensioni: 9cm x 9cm x 20cm, volume: 1,4 Lt) 

con substrato costituito da sabbia e vermiculite in rapporto di 1:2. Ogni vaso è stato 

riempito con la medesima quantità di substrato per garantire la stessa capacità di 

ritenzione di acqua e le stesse condizioni di crescita per ciascuna pianta.  Sul fondo del 

vaso è stata posizionata argilla espansa per prevenire il ristagno idrico. 

Complessivamente sono state allevate sessanta piante, trenta delle quali destinate al 

campionamento per la morfologia mentre le restanti impiegate per l’analisi di 
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espressione del gene LRD. Il numero di piante è stato determinato dalla necessità di 

misurare i parametri morfologici e di campionare i tessuti per l’espressione genica in tre 

diversi punti nel tempo: 2 genotipi x 3 punti temporali (vedi avanti §3.5.)  x 6 repliche 

biologiche per ogni condizione analizzata (controllo e stress idrico). Ad ogni pianta è 

stato assegnato un numero identificativo e un colore specifico del cartellino (rosa per 

R112+, viola per R112-). Alle piante non sottoposte a stress idrico, è stato aggiunto 

anche un cartellino bianco (Fig.20).  

Le piante sono state allevate a temperatura, umidità e fotoperiodo controllati. Le 

condizioni di crescita sono state le seguenti: 12 ore di luce (temperatura di 15 ◦C) e 12 

ore di buio (temperatura di 12 ◦C) ogni giorno per i primi undici giorni. Al dodicesimo 

giorno e fino alla fine dell’esperimento, la temperatura diurna e notturna è stata 

impostata a 19 ◦C e 15 ◦C, rispettivamente, senza cambiare il fotoperiodo. Alle piante è 

stata somministrata inoltre la soluzione nutritiva Floral 20-20-20 Cifo, a distanza di 

dieci giorni dal trapianto in vaso, in modo da escludere che la possibile situazione di 

sofferenza osservata fosse legata a una carenza nutritiva piuttosto che attribuibile allo 

stress idrico. 

 

Figura 20: I vasi con le plantule di R112+ e R112- nella cella climatica all’inizio 

dell’esperimento. 

 

 

 

Tutte le piante sono state allevate nelle condizioni ottimali ovvero con la 

capacità idrica dei vasi al 70% fino al raggiungimento della fase della terza foglia 

(Fig.21). I vasi sono stati pesati ogni giorno e innaffiati con la quantità di acqua persa 

per gravità e tramite traspirazione della pianta. Il peso di riferimento del 100% della 
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capacità di ritenzione idrica è stato calcolato all’inizio dell’esperimento con le seguenti 

modalità: un vaso è stato inizialmente pesato con il substrato asciutto. Successivamente 

è stata aggiunta acqua fino a saturazione (fin tantoché l’acqua cominciasse a gocciolare 

dal recipiente) e dopo aver lasciato perdere per gravità l’eccesso idrico, il vaso è stato 

nuovamente pesato e, a partire da questo secondo dato, è stato sottratto il peso iniziale. 

In questo modo si è ottenuta la massa che rappresenta il 100% di capacità di ritenzione 

idrica e sulla base di questo valore sono stati calcolati i pesi dei vasi da mantenere al 

70% (trattamento controllo, CTRL) e al 30% (trattamento stress idrico, DS) di capacità 

di ritenzione idrica. Questi pesi sono stati poi usati durante l’esperimento per calcolare 

la quantità di acqua da fornire alle piante per mantenere le condizioni costanti. Un 

gruppo di dieci vasi casuali per trattamento è stato pesato ogni giorno per calcolare la 

differenza di peso corrispondente all’acqua assorbita e traspirata dalla pianta. 

In prossimità del raggiungimento della fase della terza foglia (inizio DS), la metà delle 

piante non è più stata innaffiata per permettere alla capacità di ritenzione idrica di 

scendere al 30%. Lo stress idrico è stato mantenuto per dieci giorni. 

 

Figura 21. Piante prima dell’inizio dello stress idrico allo stadio di terza foglia (a). 

                   Particolare delle piante (b). 

                                           a                                                                                 b 

 
 

 

3.5 Misurazione dei parametri morfologici e campionamento dei tessuti radicali  

La misurazione dei parametri morfologici e il campionamento dei tessuti radicali 

sono stati effettuati in tre momenti temporali: all’inizio dell’applicazione dello stress 

idrico (giorno 0), a 5 e a 10 giorni dall’applicazione dello stress idrico (giorno 5 e 

giorno 10, rispettivamente).  Al giorno 0, sono state usate solo le piante controllo come 
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riferimento iniziale, mentre ai giorni 5 e 10 sono state valutate le piante sottoposte a 

tutti e due i trattamenti. I parametri morfologici misurati sono stati: numero di radici 

seminali (SRN; solo al giorno 0), numero di radici totale (TRN), numero di radici nodali 

(=TRN-SNR; solo al giorno 5 e giorno 10), lunghezza della radice principale (PRL, 

cm), peso fresco della biomassa aerea (FWS, g), peso secco della biomassa aerea 

(DWS, g), peso secco delle radici (DWR, g), rapporto tra la biomassa secca della radice 

e della parte aerea (R/S).  Le misurazioni morfologiche sono state effettuate ad ogni 

stadio su tre piante per genotipo e condizione, dopo aver rimosso ogni pianta 

delicatamente dal vaso in modo da non danneggiare l’apparato radicale. L’uso della 

sabbia nei vasi ha permesso di liberare agevolmente le radici delle piante. Per rimuovere 

i residui di sabbia e vermiculite adesi alle radici queste sono state immerse e sciacquate 

in acqua. In seguito, sono stati misurati il numero di radici, la lunghezza della radice 

principale e il peso fresco della biomassa radicale e aerea. Il peso secco è stato misurato 

dopo l’asciugatura dei tessuti in stufa a 65 ◦C per due giorni fino al raggiungimento del 

peso costante.  

Per l’analisi di espressione genica ad ogni punto temporale sono state prelevate due 

sezioni di radice per ogni pianta: la porzione distale (ultimi 3 cm) contenente la zona 

meristematica e di allungamento della radice e la porzione rimanente contenente la zona 

di differenziazione (radice matura). I tessuti sono stati tagliati, con forbici sterilizzate 

con etanolo, a livello del colletto e a 3 cm dall’estremità terminale della radice, e ogni 

porzione tissutale inserita nell’apposita provetta, immediatamente congelata in azoto 

liquido a -196◦C e conservata a -80◦C fino all’analisi di espressione.  

 

 

3.6 Analisi dell’espressione del gene LRD 

3.6.1. Estrazione dell’RNA da tessuto radicale 

Partendo dal tessuto radicale prelevato durante i campionamenti (vedi §3.5) si è 

proceduto ad effettuare l’estrazione dell’RNA totale con il kit d’estrazione Aurum total 

RNA mini-kit (#732-6820, Bio-Rad) seguendo apposito protocollo del produttore. I 

tessuti della radice, conservati a -80 ◦C, sono stati prelevati dal congelatore e tenuti in 

azoto liquido (-196 ◦C) fino al momento dell’estrazione. Di seguito si riporta il 

protocollo seguito per l’estrazione dell’RNA totale. 
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1. Si omogenizza finemente il tessuto radicale con mortaio e pestello, in presenza 

di azoto liquido (Fig. 22a). 

 

2. Si inseriscono circa 30 mg di tessuto omogeneizzato in una provetta, si lascia 

scongelare il tessuto e successivamente si aggiungono 700 µL di soluzione di lisi 

(fornita nel kit) contenente 2% polivinilpirollidone (PVP). Dopo aver agitato e 

centrifugato il lisato per 3 minuti (1300 rpm) si trasferisce il surnatante in una 

nuova provetta, si aggiungono 700 µL di etanolo al 70% e si agita la soluzione 

(Fig. 22b). 

 

3.  Il lisato viene inserito all’interno delle colonne e centrifugato per 60 secondi. Il 

filtrato presente nel tubo viene scartato e si posiziona nuovamente la colonna 

all’interno dello stesso  

 

4. Si aggiungono 700 µL di soluzione di lavaggio a bassa astringenza (fornita nel 

kit) alla colonna. I tubi sono centrifugati per 30 secondi, successivamente si 

scarta la soluzione e si posiziona nuovamente la colonna nello stesso tubo. 

 

5. La DNasi I, fornita liofilizzata, viene ricostituita con 250 µL di Tris Mm, pH 

7,5. Ad ogni colonna sono aggiunti 5 µL di DNasi I e 75 µL di DNase diluition 

solution (fornita nel kit). Si incuba quindi a temperatura ambiente per quindici 

minuti. 

 

6. Alle colonne sono aggiunti 700 µL di soluzione di lavaggio ad alta astringenza 

(fornita nel kit) e si effettua la centrifugazione per 30 secondi. Dopo aver 

rimosso la soluzione dai tubi, si inseriscono le colonne nello stesso tubo. 

 

7. Alle colonne sono aggiunti 700 µL di soluzione di lavaggio a bassa astringenza 

(fornita nel kit) e si effettua la centrifugazione per 30 secondi. Dopo aver 

rimosso la soluzione dai tubi, si inseriscono le colonne nello stesso tubo. 

 

8. Dopo questo passaggio viene eseguita un’ulteriore centrifugazione per due 

minuti al fine di rimuovere i residui di soluzione.  

 

9. Si trasferiscono le colonne in tubi da 1,5 mL nuovi e si aggiungono 45 µL di 

soluzione di eluizione (fornita nel kit) sulla membrana posta sul fondo della 
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colonna. Atteso un minuto per far saturare la membrana, si centrifuga per due 

minuti in modo da far eluire l’RNA totale. Al fine di ottenere una maggiore 

concentrazione si preleva nuovamente l’RNA presente sul fondo del tubo e si 

pipetta sul fondo della colonnina. Atteso un minuto per far saturare la 

membrana, si centrifuga ancora una volta per due minuti. 

 

Figura 22: Tessuto radicale omogeneizzato in presenza di azoto liquido (a), come 

appare la soluzione dopo aggiunta di etanolo (b). 

 
 

3.6.2 Quantificazione e controllo dell’integrità e della qualità dell’RNA 

L’RNA estratto (vedi §3.6.1) è stato quantificato e ne sono state valutate purezza 

e integrità. La quantificazione e il controllo della purezza dell’RNA sono stati esaminati 

allo spettrofotometro μDROP (Thermo Fisher) valutando l’assorbanza della luce a 230, 

260 e 280 nm. L’integrità è stata determinata successivamente mediante elettroforesi su 

gel di agarosio all’1%. Osservando il risultato della corsa elettroforetica, se l’RNA si 

trova in buono stato, è possibile visualizzare due bande ben definite corrispondenti alle 

subunità 28S e 18S dell’RNA ribosomiale (rRNA) (Fig. 23). Un RNA degradato appare 

come una striscia continua (smear) dove non sono distinguibili le due bande. 

 

Figura 23: Campioni di RNA su gel di agarosio visualizzato ai raggi UV. 
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3.6.3 Retrotrascrizione dell’RNA a cDNA  

L'RNA è stato retrotrascritto in cDNA mediante il kit iScript gDNA Clear cDNA 

Synthesis Kit, della ditta Bio-Rad. La procedura adottata è stata quella indicata nel 

protocollo della ditta produttrice. Al fine di controllare l’efficacia della retrotrascrizione, 

il cDNA è stato analizzato in una reazione PCR, usando il protocollo standardizzato del 

laboratorio e i primers disegnati per il saggio della Real Time (vedi avanti §3.6.4.) che 

amplificano solo la parte esonica del gene LRD (primer forward, Pf 

AACCCGGTCGACAGCGA e primer reverse, Pr CTGTACCCCTGTTTAAGC). I 

reagenti e le relative concentrazioni utilizzate per controllare l’efficacia della 

retrotrascrizione sono le stesse riportate in tabella 3. Le condizioni di reazione per 

l’amplificazione sono riportate in tabella 5.  

 

Tabella 5: Condizioni di reazione utilizzate per controllare l’efficacia della 

retrotrascrizione.  

Fase Temperatura ◦C Tempo Numero cicli 

Denaturazione 

iniziale 

96 5’ 1x 

Denaturazione 96 30” 35x 

Annealing 56 30” 

Allungamento 72 30” 

Allungamento 

finale 

72 7’ 1x 

Mantenimento 8 Infinito 1x 

 

3.6.4 Saggio della Real-Time PCR per il gene LRD 

Per la reazione Real-Time PCR (qPCR, PCR quantitativa) è stato impiegato il kit 

SsoAdvanced Universal SYBER Green Supermix della ditta Bio-Rad (Codice 

#1725274). La reazione è stata eseguita con la macchina CFX Duet Real-Time PCR 

System (Bio-Rad). Nella reazione sono stati utilizzati i primers specifici per gli esoni 

del gene LRD, precedentemente sviluppati nel laboratorio, con le sequenze riportate nel 

§3.6.5. Come controllo, nella stessa reazione Real Time è stato amplificato il gene 

costitutivo (housekeeping, sempre espresso) codificante per l’actina, usando i seguenti 

primers specifici: primer forward, Pf GGAATGGTCAAGGCTGGTT, e primer reverse, 

Pr CTCCATGTCATCCCAGTTGC. Le condizioni adottate per il saggio della Real 

Time, ottimizzate in precedenza nel laboratorio, sono riportate in tabella 6. 
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Tabella 6: Condizioni di reazione Real-Time PCR. 

Fase Temperatura ◦C Tempo Numero cicli 

Denaturazione 

iniziale 

95 30’’ 1x 

Denaturazione 95 10” 44x 

Annealing 60 10” 

Allungamento 72 15” 

Allungamento finale 65 0,5’’ 1x 

 

La quantificazione relativa dell’espressione del gene LRD è stata effettuata secondo il 

metodo del ΔCt (Livak e Schmittgen, 2001) dove: 

- ΔCt = Ct del gene target- Ct controllo endogeno  

- ΔΔCt = ΔCt campione- ΔCt calibratore  

- RQ = 2-ΔΔCt 

Per l’espressione del gene LRD sono state analizzate applicando l’ANOVA tre repliche 

biologiche e tre repliche tecniche per ogni replica biologica, per ogni genotipo, tessuto e 

trattamento. 

 

3.7 L’analisi statistica 

Tutte le analisi sono state effettuate utilizzando il software JASP (JASP Team, 

2022; JASP Version 0.18.3.0.). I dati relativi alla morfologia e all’espressione del gene 

LRD sono stati esaminati ad ogni punto temporale considerando le differenze tra i due 

genotipi e i trattamenti imposti applicando l’analisi di varianza (ANOVA).  

Ogni carattere misurato è stato valutato come un fattore dipendente contrapposto a 

fattori indipendenti quali genotipo (G) e trattamento (T; l’applicazione o meno di stress 

idrico). L’interazione di primo grado tra il genotipo e il trattamento (G × T) è stata 

inclusa nell’analisi. I livelli di significatività considerati sono stati p < 0,05, p < 0,01 e p 

< 0,001 001 (p = probabilità). Per ogni valore F dell’ANOVA significativo, è stato 

applicato il post-ANOVA test Tukey, attraverso la comparazione dei valori medi a 

coppie, prendendo come criterio di significatività un valore di p < 0,05 (il valore di p 

della comparazione a coppie è stato calcolato con il Post Hoc Test).  
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.1 Localizzazione del gene LRD lungo il segmento cromosomico 7el1L 

Primo obiettivo di questa tesi di laurea è stato determinare la localizzazione del 

gene LRD (Lateral Root Density) lungo il segmento cromosomico 7el1L nelle linee 

ricombinanti di frumento duro-Thinopyrum spp. A tal fine si è proceduto secondo le 

metodologie riportate nel §3.3.2. Il gene LRD, localizzato in frumento tenero sul 

segmento 7el1 presente sul braccio lungo del cromosoma 7D, è stato identificato da 

Placido et al. (2020) come il gene candidato coinvolto nel controllo dello sviluppo 

dell’apparato radicale in condizioni di stress idrico. Poiché la cromatina estranea 

presente nelle linee di frumento tenero analizzate da Placido et al. (2020) proviene dallo 

stesso donatore delle introgressioni presenti nelle linee ricombinanti di frumento duro-

Thinopyrum spp. sviluppate nel laboratorio di Citogenetica Vegetale dell’Università 

degli Studi della Tuscia e usate nel presente lavoro e dato che il gene LRD è stato 

assegnato alla porzione distale del braccio 7el1L da Placido et al. (2020), era probabile 

che il gene fosse presente in alcune delle linee ricombinanti di frumento duro sviluppate 

presso il DAFNE. Tuttavia, non era nota la sua precisa localizzazione lungo il 7el1L,  

I risultati ottenuti in questa tesi usando linee ricombinanti con diversa quantità di 

cromatina di Thinopyrum spp. (Fig. 17) hanno messo in evidenza chiare differenze tra i 

vari genotipi analizzati (Fig. 24). L’analisi PCR ha prodotto due bande diverse, una di 

442 bp e l’altra di 384 bp (Fig. 24). La prima è stata identificata come l’allele 7A del 

gene LRD, dal momento che risulta presente solo nella varietà Simeto e nel 

ricombinante R5+, quest’ultimo avente una porzione di cromatina estranea del 23%, 

minore rispetto alle altre linee (R112+ e R23+). Simeto rappresenta un controllo 

genetico negativo, non contenente la cromatina estranea e perciò si conclude che la sua 

banda in comune con R5+ possa corrispondere solo alla regione 7AL in comune fra i 

due genotipi. Sulla base del profilo di amplificazione ottenuto, e data la presenza della 

seconda banda in tutte le altre linee ricombinati, ovvero R112+, R23+, R74-10/R112+ e 

R69-9/R112+, si può affermare che questa corrisponda all’allele 7el1 di LRD, situato 

nella porzione di Th. ponticum in comune tra le linee suddette (Fig. 17). È stato quindi 

possibile determinare la posizione del gene LRD di Th. ponticum, il quale risulta perciò 

localizzato all’interno della porzione del segmento 7el1L compreso tra il 23% e il 28% 

del braccio lungo del braccio cromosomico ricombinato 7AL. La conferma di questa 
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ipotesi è infatti evidenziata dall’assenza della banda 7el1 nella cv. Simeto e nel 

ricombinante R5+ (che invece mostrano la banda 7A).  

Figura 24: Profilo di amplificazione del gene LRD (1, Ladder 100bp; 2, cv. Simeto; 3, 

R5+; 4, R112+; 5, R23+; 6, R74-10/R112+; 7, R69-9/R112+; 8, H2O). 

 

 

4.2 Analisi dei principali caratteri morfologici: effetto del gene LRD 

Conclusa la prima parte del lavoro, si è proceduto ad effettuare uno studio 

comparativo tra la linea R112+, rappresentativa della presenza dell’allele LRD 7el1L, e 

la rispettiva linea controllo R112-, non portatrice del segmento 7el1L. Durante l’analisi 

sono stati misurati diversi parametri relativi allo sviluppo dell’apparato radicale e del 

germoglio al fine di osservare eventuali differenze a livello fenotipico tra i due genotipi, 

attribuibili alla presenza/assenza del segmento cromosomico di Th. ponticum contenente 

il gene LRD. Partendo da quanto riportato in letteratura circa l’azione sull’architettura 

radicale dovuta alla presenza del gene LRD di Th. ponticum osservata in frumento 

tenero (Placido et al., 2013, 2020), che indicava un mantenimento della crescita della 

radice nelle condizioni di stress idrico, si sono valutati gli effetti morfologici di tale 

gene anche in frumento duro. Le sperimentazioni preliminari sulle linee ricombinanti 

usate anche in questa tesi (Kuzmanović et al., 2014, 2018; Virili et al., 2015) avevano 

già rilevato una correlazione positiva tra la presenza nelle linee ricombinanti, in 

particolare in R112+, di cromatina estranea proveniente da Th. ponticum e numerosi 

caratteri utili legati alla produttività, al miglioramento della resistenza a stress biotici e 
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abiotici, tra cui un costitutivo migliore sviluppo e architettura radicale (in media +35% 

biomassa e +16% lunghezza; Virili et al., 2015). 

In Figura 25 sono riportate le immagini delle radici rappresentative dei genotipi R112+ 

e R112- riferite ai giorni 0, 5 e 10 dall’inizio dello stress idrico imposto. Dalle prime 

osservazioni del fenotipo non sono state riscontrate differenze rilevanti tra i due 

genotipi; tuttavia, è stato possibile osservare, solo nella condizione di controllo, la 

tendenza della linea R112+ a sviluppare radici più grandi (lunghezza, volume) rispetto 

alla linea R112-, allineandosi in modo preliminare ai risultati riportati da Virili et al. 

(2015), attribuibili alla presenza della cromatina di Th. ponticum e, potenzialmente, al 

gene LRD. Sotto stress idrico imposto invece, le differenze visive nell’andamento dello 

sviluppo delle radici tra i due genotipi sono state del tutto assenti, con un generale 

maggiore accrescimento concentrato nella parte superficiale del terreno (Fig. 25). Si è 

proseguito quindi all’analisi statistica dei parametri misurati per determinare eventuali 

differenze significative. È noto in letteratura come le caratteristiche dell’apparato 

radicale conferiscano vantaggi alla pianta durante la colonizzazione del terreno, nella 

competizione con le erbe infestanti e nell’assorbimento idrico e dei nutrienti, 

garantendo livelli di resa costanti anche in condizioni idriche limitanti (Boudiar et al, 

2021; Rogers et al, 2015).  
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Figura 25: Sviluppo dell’apparato radicale nei genotipi R112+ e R112- sia in 

condizioni ottimali che di stress idrico. 
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L’analisi comparativa tra i due genotipi R112+ e R112- ha messo in evidenza, le 

potenzialità del segmento cromosomico 7el1L. 

Dall’ANOVA eseguita è emersa significatività ad ogni stadio considerato (giorno 0, 5, 

10) tra i genotipi R112+ e R112- essenzialmente per tutti i parametri inerenti allo 

sviluppo della biomassa aerea e radicale (fattore G, Tab. 7). Questo risultato è indicativo 

dell’effetto significativo della presenza del segmento di Th. ponticum nella linea R112+. 

Considerando esclusivamente il trattamento (T, controllo o stressato), al giorno 5 esso è 

risultato significativo per i caratteri della biomassa e al giorno 10 anche per i parametri 

relativi al numero di radici sviluppate (Tab. 7), come atteso dopo un’esposizione più 

lunga allo stress, indicando l’efficacia del trattamento applicato. L’analisi ha mostrato 

inoltre significatività legata all’effetto dell’interazione G×T, in particolare al quinto 

giorno, per i caratteri peso fresco della biomassa aerea (FWS), peso secco delle radici 

(DWR) e rapporto tra la biomassa secca delle radici e delle foglie (R/S), mentre al 

decimo giorno si è osservata una differenza significativa per numero totale di radici 

(TRN), numero di radici nodali (NRN) e peso fresco e secco della biomassa aerea 

(FWS, DWS). Ciò ha dimostrato che il trattamento ha avuto effetto sia al quinto che al 

decimo giorno dall’inizio dello stress idrico, in modo differenziale tra i due genotipi 

analizzati.  

Tabella 7: Quadrati medi ottenuti dall’analisi statistica ANOVA per i caratteri misurati 

(per gli acronimi vedi Materiali e Metodi). I simboli *, **, *** indicano la 

significatività statistica del valore F e corrispondono rispettivamente a valori di p ≤ 

0,05, 0,01 e 0,001 (G, genotipo; T, Trattamento). 

 
 df TRN   SRN   NRN   PRL   FWS   DWS   DWR   R/S   

Giorno 0                                   

G 1 0,211 
 

0,211 
 

. 
 

13,26 
 

0,063 ** 2,761×10-4 ** 1,531×10-4 * 0,005 
 

Residuals 6 0,111   0,111   .   3,85   0,004   1,313×10-5   1,346×10-5   0,005   

Giorno 5                                   

G 1 0,000 
 

. 
 

0,436 
 

7,84 
 

0,020 * 6,003×10-4 ** 6,400×10-5 
 

0,066 * 

T 1 1,823 
 

. 
 

1,782 
 

4,84 
 

0,192 *** 0,003 *** 0,004 *** 0,660 *** 

G × T 1 0,000 
 

. 
 

0,000 
 

54,76 
 

0,023 * 1,102×10-4 
 

2,890×10-4 ** 0,066 * 

Residuals 12 0,445   .   0,444   15,1   0,004   4,913×10-5   5,225×10-5   0,008   

Giorno 10                                   

G 1 0,106 
 

. 
 

0,107 
 

16,00 
 

1,075 *** 0,025 *** 0,010 ** 0,003 
 

T 1 5,406 ** . 
 

5,441 ** 7,02 
 

0,711 *** 0,029 *** 4,622×10-4 
 

0,601 *** 

G × T 1 2,806 * . 
 

2,781 * 1,44 
 

0,035 * 0,005 ** 0,001 
 

0,008 
 

Residuals 12 0,389   .   0,389   9,98   0,007   2,925×10-4   6,311×10-4   0,005   
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Considerando esclusivamente l’effetto del genotipo (Tab. 8) per analizzare le 

differenze costitutive tra le due linee, le significatività ottenute dopo l’applicazione del 

test di Tukey hanno mostrato che la linea R112+ ha evidenziato un investimento in 

termini di biomassa aerea inferiore rispetto alla linea controllo R112- a tutti e tre i punti 

temporali (in media -26% per FWS e -21% per DWS). Per quanto riguarda la biomassa 

della radice, la tendenza è stata simile ma meno costante nel tempo (DWR, Tab. 8) ed è 

stata accompagnata da un rapporto tra la biomassa secca radicale/fogliare (R/S) 

superiore nella linea R112+ rispetto alla linea R112-, indicando che in presenza del 

segmento di Th. ponticum la pianta investe maggiormente nello sviluppo radicale. In 

particolare, questa differenza è risultata significativa tra i due genotipi al quinto giorno 

(+18% per R112+, Tab. 8). Un maggiore accumulo in biomassa radicale è un carattere 

noto essere associato a una risposta adattativa alla carenza idrica, che, al contempo, 

tende a stabilizzare o a incrementare le rese (Fradgley et al., 2020). Il risultato ottenuto 

per R/S si allinea ai precedenti studi di Virili et al. (2015), sebbene l’accumulo di 

biomassa in termini assoluti (DWR) ha qui dimostrato un andamento opposto in 

presenza del segmento di Th. ponticum, probabilmente dovuto alle differenti modalità di 

analisi dell’apparato radicale. Virili et al. (2015) hanno analizzato le radici delle plantule 

cresciute per 7 o 12 giorni dopo la germinazione con micro-metodi bidimensionali 

(rizotroni e paper-no-roll), che non rappresentano le condizioni tipiche di crescita delle 

radici. Nel presente esperimento le piante sono state analizzate a seguito dello sviluppo 

della terza foglia e allevate in vasi, dove le radici hanno avuto uno spazio 

tridimensionale per la crescita, rappresentando una modalità più simile alle condizioni 

naturali del campo. Tuttavia, la scelta del substrato (miscela di sabbia e vermiculite per 

una più facile pulizia delle radici) ha potenzialmente impedito una crescita ottimale 

delle radici, avendo il substrato una porosità ridotta rispetto ai terricci usati tipicamente 

negli esperimenti in condizioni controllate, o al terreno che si può trovare nel campo 

aperto. La fenotipizzazione ottimale delle radici in condizioni controllate, attesa 

produrre risultati che si possono usare per prevedere lo sviluppo radicale nelle 

condizioni di campo aperto, rappresenta ancora uno dei principali ostacoli per una 

selezione efficace dei genotipi più performanti (Li et al., 2022; Maqbool et al., 2022). 
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Tabella 8: Medie e ranking sulla base del test di Tukey eseguito con valore p < 0,05 

(lettere minuscole in ogni colonna) per valutare l’effetto della presenza/assenza del 

segmento Th. ponticum nelle linee R112 + e R112- sui parametri morfologici misurati ai 

tre punti temporali (per gli acronimi vedi Materiali e Metodi). L’assenza delle lettere 

accanto alle medie indica la non-significatività statistica. 

  TRN SRN NRN PRL FWS   DWS   DWR   R/S   

Giorno 0                         

R112+ 5,00 5,00 - 26,7 0,331 b 0,049 b 0,024 b 0,54   

R112- 5,32 5,32 - 29,3 0,508 a 0,061 a 0,033 a 0,49   

Giorno 5                         

R112+ 7,66 - 2,34 30,3 0,901 b 0,125 b 0,099 

 

0,83 a 

R112- 7,66 - 2,67 31,7 0,973 a 0,137 a 0,095 

 

0,70 b 

Giorno 10                         

R112+ 9,16 - 3,84 33,1 0,904 b 0.150 b 0,109   0,76   

R112- 9,00 - 4,00 31,1 1,422 a 0.229 a 0,158   0,73   

 

Prendendo in considerazione l’effetto dell’interazione tra il genotipo e il 

trattamento (G × T, Tab. 7), il test di Tukey applicato nei casi di significatività 

dell’ANOVA ha ulteriormente confermato l’incremento significativo del rapporto R/S 

(+31%) nel genotipo R112+ in condizioni di stress idrico rispetto alla linea non 

portatrice del segmento (R112-), apprezzabile in particolare cinque giorni dopo l’inizio 

dello stress idrico, mentre il rapporto è rimasto invariato tra i genotipi nella condizione 

di controllo. Questo indica che lo stress idrico induce uno sviluppo differenziale a 

favore delle radici in presenza dell’introgressione 7el1 (Fig. 26).  L’accumulo della 

biomassa radicale secca al quinto giorno è risultato uguale tra R112+ e R112- (DWR, 

Fig. 26), confermando che in presenza del segmento le piante mantengono 

l’accrescimento delle radici sotto lo stress e che il rapporto R/S a favore delle radici per 

la linea R112+ è correlato a una minore crescita fogliare. Questo aspetto è sostenuto da 

quanto osservato per FWS al giorno 5 (-16%) nel ricombinante rispetto al controllo 

(Fig. 26). Il peso minore delle foglie in R112+ rispetto a R112-, sia fresco (-55% FWS) 

che secco (-26% DWS) è stato osservato anche al decimo giorno di stress (Fig. 26).  

Oltre ai cambiamenti nell’accumulo di biomassa, al decimo giorno sono state osservate 

anche differenze significative nel numero di radici totali (TRN) a favore della linea 

R112+ rispetto a R112- sotto stress (+13%, Fig. 26), mentre il numero è rimasto 

invariato in condizioni idriche ottimali. Se osserviamo le differenze di TRN per 

ciascuna linea nelle due condizioni, sotto stress è stata riscontrata una riduzione non 

significativa (3,6%) nel caso di R112+, e invece una significativa (25%) per la R112- 
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(Fig. 26). Questi ulteriori dati sottolineano la capacità di mantenimento della crescita, 

dello sviluppo e del volume dell’apparato radicale conferite dalla presenza del segmento 

7el1L di Th. ponticum presente in R112+. Una maggiore emissione di radici permette 

alla pianta di colonizzare spazi più ampi di terreno per la ricerca di acqua, migliorando 

così la tolleranza della pianta a condizioni di scarsa disponibilità idrica (Rogers et al., 

2015). L’analisi dei principali caratteri morfologici in precedenti sperimentazioni (Virili 

et al., 2015) aveva già evidenziato per la linea R112+ un più alto accumulo di biomassa 

secca nelle radici, una maggiore lunghezza delle radici principali e seminali e un 

rapporto biomassa secca radicale/ fogliare a favore delle radici. 

È stato dimostrato quindi l’effetto significativo e positivo della presenza del segmento 

7el1L nel ricombinante R112+ sui principali caratteri legati all’architettura e alla 

biomassa radicale nelle condizioni di stress idrico, quali numero, peso secco delle radici 

e rapporto tra la biomassa delle radici e delle foglie. 

 

Figura 26: Parametri morfologici con interazione significativa tra il genotipo e il 

trattamento (G × T, Tab. 7). Le barre sugli istogrammi rappresentano gli errori standard 

delle medie, mentre le lettere minuscole corrispondono al ranking del test di Tukey 

eseguito a p < 0,05 (CTRL, controllo; DS, stress idrico).  
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4.3 Espressione relativa del gene LRD in risposta allo stress idrico 

Al fine di valutare il livello di espressione relativa dei due alleli del gene LRD 

(7el1 e 7A, presenti rispettivamente nei genotipi R112+ e R112-) sia in condizioni 

idriche ottimali che limitanti, è stato analizzato in modo preliminare il tessuto radicale 

contenente la zona di differenziazione (radice matura) (vedi §3.6). Studi precedenti, 

effettuati sullo stesso tessuto in frumento tenero (Placido et al., 2020), avevano 

mostrato, in condizioni idriche limitanti, una ridotta espressione della variante allelica 

7el1 del gene LRD nelle radici di una linea di traslocazione contenente un segmento 

7el1L di Th. ponticum sul cromosoma 7D rispetto al genotipo privo dell’introgressione. 

Dallo studio di Placido et al. (2020) risulta che la ridotta espressione di LRD di Th. 

ponticum sotto lo stress idrico ha un ruolo chiave nel mantenimento della crescita delle 

radici laterali, nel loro numero e densità. Nella presente tesi, l'espressione di LRD nella 

linea controllo R112- ha avuto un andamento in generale crescente nel tempo in 

entrambe le condizioni di crescita (Fig. 27). In particolare, l’effetto è risultato 

significativo in assenza dello stress tra il giorno 10 e il giorno 0 (+66%). La linea 

portatrice del segmento di Th. ponticum R112+ ha invece mostrato differenze 

significative nel tempo nelle due condizioni analizzate. Mentre in assenza di stress 

l’espressione non ha subito variazioni, sotto stress idrico l’espressione è diminuita in 

modo significativo (-65%) al giorno 10 rispetto al giorno 5 di siccità imposta (Fig.27). 

Questo risultato è in linea con quanto osservato da Placido et al. (2020) in frumento 

tenero, indicando che anche nel frumento duro, l’allele 7el1 di Th. ponticum del gene 

LRD sembra avere le stesse o simili funzioni nello sviluppo radicale in condizioni di 

ridotta disponibilità idrica nel terreno. Considerando le differenze metodologiche tra il 

presente esperimento e quello di Placido et al. (2020) e che anche diverse sono le specie 

analizzate recanti le introgressioni 7el1 (frumento duro nel presente lavoro, fumento 

tenero in Placido et al., 2020), nonché la localizzazione dei rispettivi segmenti 7el1 su 

cromosomi diversi (7A e 7D, rispettivamente), sono in corso ulteriori elaborazioni dei 

dati per comprendere e confermare meglio il modello di espressione di LRD in frumento 

duro. 
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Figura 27: Espressione relativa del gene LRD nella zona di differenziazione della radice 

della linea ricombinante R112+ e la sua linea di controllo R112- a tempi diversi (0, 5 e 

10 giorni) e in condizioni di stress idrico (D) e controllo (C). Le barre sugli istogrammi 

rappresentano gli errori standard delle medie, mentre le lettere minuscole corrispondono 

al ranking del test di Tukey eseguito a p < 0,05. Per ogni genotipo, i dati sono stati 

normalizzati sul valore di espressione C0. 
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5. CONCLUSIONI 

L’impiego della variabilità genetica proveniente dalle graminacee selvatiche 

affini al frumento, fonti ricche di geni agronomicamente utili e oggetto di crescente 

interesse, è stato reso possibile nel XX secolo grazie all’applicazione dell’ingegneria 

cromosomica. Questo approccio citogenetico permette il trasferimento di cromosomi 

estranei o parti di essi nel genoma del frumento.  Attraverso tale strategia sono state 

ottenute nel laboratorio di Citogenetica Vegetale dell’Università degli Studi della Tuscia 

numerose linee ricombinanti di frumento duro che presentano sul braccio cromosomico 

7AL porzioni diverse di cromatina estranea appartenente al cromosoma 7el1 della 

graminacea selvatica Th. ponticum. Tali linee hanno mostrato un miglioramento di 

diverse caratteristiche associate alla produttività, tra le quali un migliore sviluppo degli 

apparati radicali rispetto al frumento ricevente anche in condizioni di carenza idrica. Un 

recente studio di Placido et al. (2020), ha analizzato lo sviluppo delle radici sotto stress 

idrico di linee di traslocazione di frumento tenero aventi una porzione del cromosoma 

7el1 di Th. ponticum trasferito sul cromosoma 7D e ha identificato un gene della specie 

selvatica, denominato LRD (Lateral Root Density) come responsabile del mantenimento 

della crescita delle radici sotto lo stress. Durante questo lavoro di tesi il gene LRD è 

stato mappato nelle linee ricombinanti di frumento duro-Thinopyrum spp. primarie 

(R23+, R112+) e secondarie (R69-9/R112+, R74-10/R112+), nella porzione condivisa 

di cromatina di Th. ponticum compresa tra il 23 e il 28% dell’estremità prossimale delle 

introgressioni presenti sul braccio cromosomico 7AL dei ricombinanti menzionati. La 

successiva analisi fenotipica dei principali caratteri morfologici dell’apparato radicale in 

piante giovani del ricombinante R112+ (28% 7el1 sul 7AL) ha dimostrato che la 

presenza di cromatina estranea, contenente anche il gene LRD, conferisce la capacità di 

mantenere costante lo sviluppo delle radici in condizioni di deficit idrico rispetto alla 

linea di controllo R112-, mancante del segmento 7el1. In tali condizioni, il ricombinante 

R112+ aveva mostrato un maggiore numero di radici e accumulo di biomassa 

nell’apparato radicale rispetto al controllo. In linea generale, è stato possibile associare 

la presenza della cromatina estranea in R112+ con l’aumento dell'accumulo di biomassa 

nelle radici a fronte di una riduzione dello sviluppo della parte aerea. L’indagine 

sull’architettura dell’apparato radicale ha perciò permesso di rilevare che la presenza 

della porzione cromosomica 7el1 di Th. ponticum, contenente il gene LRD, è associata 
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anche in un background di frumento duro con il mantenimento della crescita in termini 

di biomassa dell’apparato radicale in condizioni di stress idrico.  

Infine, i risultati dell’espressione relativa del gene LRD nella zona di differenziazione 

della radice hanno mostrato differenze tra i due genotipi analizzati; come nel caso delle 

linee di frumento tenero-Th. ponticum (Placido et al., 2020), anche nel ricombinante di 

frumento duro-Th. ponticum è stata osservata una ridotta espressione della forma 

allelica 7el1 del gene LRD nel genotipo R112+, nel corso dei dieci giorni di stress idrico 

imposto, mentre la linea R112- non portatrice del segmento 7el1 ha mostrato un 

progressivo incremento dell’espressione dell’allele 7AL per entrambi i trattamenti 

applicati. Se si assume che la bassa espressione di LRD anche nel frumento duro possa 

mantenere lo sviluppo delle radici in mancanza di acqua, i risultati dell’espressione 

ottenuti sono in linea con quanto osservato nelle piante a livello morfologico: il 

genotipo R112+ ha mostrato un rapporto tra la biomassa radicale/fogliare superiore 

rispetto a R112-, visibile principalmente in condizioni di stress. In conclusione, le 

analisi preliminari riportate in questo lavoro hanno dimostrato anche in frumento duro il 

coinvolgimento putativo del gene LRD nella regolazione dell’architettura e della 

plasticità del sistema radicale in condizioni di limitata diponibilità idrica nel terreno.  

Sebbene attualmente non vi siano molti geni noti in frumento che sono funzionalmente 

correlati alla crescita del sistema radicale, la caratterizzazione dell’allele 7el1 del gene 

LRD potrebbe rappresentare un passo importante nello sviluppo di cultivar di frumento 

maggiormente tolleranti alle condizioni avverse di coltivazione, grazie ad apparati 

radicali più plastici, capaci di esplorare il terreno in profondità per 

l’approvvigionamento idrico e dei nutrienti. In un contesto agricolo caratterizzato da 

condizioni pedoclimatiche altamente variabili, soprattutto negli ultimi due decenni, e 

con la prospettiva di avere nel futuro sempre più frequenti episodi di siccità intensa uniti 

allo stress da alte temperature, la possibilità di ottenere genotipi tolleranti a questi stress 

ha assunto notevole importanza per mantenere rese stabili.   

Futuri studi molecolari permetteranno di chiarire in maniera più dettagliata e precisa gli 

effetti del gene “selvatico” LRD nel frumento duro e l’eventuale possibile implicazione 

di altri geni coinvolti nello sviluppo delle radici laterali sotto stress idrico.  
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