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Riassunto

Nel presente lavoro di dottorato € stata utilizzata nuova piattaforma TILLING di frumento duro per
selezione di linee ad alto contenuto di amilosit knee caratterizzate da variabilita geneticaloei GW2,
putativamente coinvolti nell’'aumento delle rese.

In frumento, i genSBEIlasono stati associati a caratteristiche qualitafivieteresse relative alle proprieta
nutrizionali e tecnologiche delle farine. La peadii funzione di tali geni produce un fenotipo ti@rzzato
da un drastico incremento del contenuto di amildsfmumentihigh amylosgresentano un aumento della
percentuale di “amido resistente” e sono cara#tatizda una ridotta digeribilita. Tale carattedati
contribuisce alla diminuzione dell'indice glicemidegli alimenti e rappresenta una nuova opporturatia
gestione di diverse malattie legate a disturbi afitari, molto diffuse nel mondo occidentale.

L'aumento delle rese € uno dei maggiori obiettiei programmi di miglioramento genetico delle specie
coltivate. In particolare per il frumento, datagleande importanza agronomica che riveste, un inenémn
della produttivita sarebbe auspicabile. Le res@negentano un carattere molto complesso, contratlat
numerosi geni e con una forte influenza ambienRRéeenti lavori hanno dimostrato che la soppressmn
la sottoregolazione dei ge@irain Weight 2GW32) in riso, mais e frumento é responsabile dell@msento
della dimensione del seme e di conseguenza douifisativo aumento delle rese. Il geG&V2codifica per
una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING implicata lzetlegradazione proteica attraverso la via dekpsagma
26S. La funzione di questo gene in frumento nota @ncora pienamente compresa.

L'analisi TILLING per i due geni omeologl8BEllaha portato complessivamente all'identificazion&sli
mutanti Per entrambi gli omeoalleBBEllae stata identificata una mutaziokmock-out La linea doppio
nulli SBElla-AB-, ottenuta attraverso la combinazione delle dweelsingolaulli SBElIa-A e SBEIlIa-B,

ha mostrato una ridotta espressione dei §8filla un fenotipo caratterizzato da granuli di amidtodeati

e un contenuto di amilosio raddoppiato rispetta &itea controllo. Inoltre, € stata identificataauimea
mutante (SVEMS_1433) particolarmente interessasrtehg ha presentato in entrambi gli omeodi8lElla

la stessa mutazione deleteria. Questa linea haatmsin fenotipo identico al genotipo dopwialli, con
granuli di amido deformati ed un contenuto di asidonotevolmente aumentato, confermando che le
mutazioni identificate hanno un effetto deleteridlas funzionalita delle proteine SBElla. Questeeéin
saranno utilizzate in programmi dieedingallo scopo di produrre varieta commerciali di femto duro
caratterizzate da un alto contenuto di amilosicfid di selezionare le mutazioni di interessarafrno di
popolazioni segreganti, & stato messo appuntoggiceigenotypingutile per laMarker Assisted Selectipn
basato sull'utilizzo dell'analigdigh ResolutiorMelting.

Per quanto riguarda i geBW?2 sono state identificate in totale 29 nuove vdraleliche. Per ciascun allele
e stata identificata una linea che possiede unazimrte all'interno del dominio conservato RING. In
particolare, per l'allel&W2-Aé stata identificata una mutazione missenso chta pbcambiamento di una
delle cisteine altamente conservate ed implicati fiermazione del motivo a dita di zinco, tipiceld
dominio RING. Inoltre, per l'allel&sW2-B é stata identificata una mutazione in uno deidisplicing,
risultatadeleteria per la funzionalita della proteina. Leati@rizzazione dei mutanti trovati per entrambi gl
omeologhiGW2permettera potenzialmente di comprendere la funezith questo gene in frumento e di creare
nuove linee con caratteristiche agronomiche superio

Oltre I'approccio TILLING, é stata ricercata variiith genetica per i locGW2 nella varieta di frumento
tenero a seme grande Lankaodali. L'analisi dellgioree del promotore del ger@W2-A ha portato
allidentificazione di un polimorfismo di tiptm/Del che comprende la regione della TATA box ed il giito
inizio della trascrizione, putativamente responsadii una minor espressione del g&W2-A Tale varieta

e stata incrociata con la cultivar di frumento d8kevo e la varietd di frumento tenero Rebelddin di
discriminare per la presenza o assenza del polisnaofé stato sviluppato un marcatore basato s@R,P
utile in programmi dbreeding

Per concludere, i risultati ottenuti hanno mostietie la popolazione TILLING di frumento duro cuétiv
Svevo rappresenta una valida risorsa per genenararvariabilita genetica da utilizzare in prograirfuturi

di miglioramento genetico.






Abstract

In this PhD project, a new TILLING platform of dumuwheat has been used for the production of lines
characterized by a high amylose content and lin#snevel genetic variation in th@W2loci, putatively involved
in yield increase.

In wheat, the silencing of th@BEllagenes was reported to produce a high amylose pymnand consequent
increase of starch fraction with reduced digestihitermed “resistant-starch”. The starch digaktibis of great
interest for the modulation of the glycemic indéxf@od products and for the control of some importdiet-
related diseases.

The genetic improvement of grain yield in majorezds has traditionally been one of the most impdrta
contributions to an increased global food supphaisize is the major component of grain yielavimeat and it
is a quantitative trait controlled by both majodaminor genes. Different studies suggest @rain Weight 2
(GW2 is a negative regulator of grain width and weighd it is a useful locus for improvement grainlgiim
staple crops. Th&W2 gene encodes a RING type E3 ubiquitin ligase wealin the degradation on protein
substrate through the ubiquitin-26S proteasomeesystThe function of this gene in wheat has notogetn fully
understood.

The TILLING analysis led to the identification 05 4nutants for the two homeologo88Ellagenes. A knock-
out mutation was identified for bo®BEllaomeoalleles. The doubteull SBElla-AB™ mutant line, obtained by
crossing the two singleull SBElla-A and SBEIla-Bmutant lines, showed a reduced expression of 8Bthlla
genes an altered starch granule morphology and a doubiglase content compared to the control line.
Furthermore, the identified SVEMS_1433 mutant wésparticular interest because it presented the same
deleterious mutation in botBBEllahomoeoalleles. This mutant showed the same pheadtythe doublaull
SBElla-AB- line, with aberrant starch granules and a greattyeiased amylose content, confirming that the
identified mutations have a deleterious effectlanftinctionality of SBElla proteins. The most imtstingSBEIla
mutant lines, identified in the present work, vii# used in breeding programs in order to producenuercial
lines of durum wheat characterized by a high angytmmntent. To follow the mutations in segregatiogydations,

a genotyping assay, based on the High Resolutidtingeanalysis and useful for the Marker Assistedestion,
was developed.

Simultaneously, partial genomic sequences of B2 homoeoallelesGW2-AandGW?2-B have been isolated
for TILLING purposes. Screening analyses resultedhie identification of 39 new allelic variants fGW2
homoeologous genes. For each allele a line carrgingleterious-predicted mutation in the conse&dG
domain was identified. In particular, f@W2-Aa missense mutation leading to a substitutionhef highly
conserved cysteine involved in the zinc finger ffmiimation, typical of the RING domain, has bedaritified.
Furthermore, for the allel&W2-B a knock-out mutation was also identified. Therahterization of the GW2
identified mutants pave the way for understandiggftinction of this gene in wheat and for develggiew lines
with an increased vyield.

Interestingly, in addition to the TILLING approadequencing analyses of @&/2gene promoter region of the
natural variety Lankaodali, characterized by a &igfrain size, showed a 114 bp deletion includivg TATA
box element and the Start Transcription Site (S8Tomparison to small seed genotypes. This wariets
crossed with both the durum wheat cultivar Svevt laread wheat cultivar Rebelde. In order to distrate the
presence or absence of thigDel polymorphism, a PCR-Marker Assisted Selection yasseful in breeding
programs, has been developed.

So far, our results showed that the Svevo TILLINGation used in this work represents a powedukerse
valid resource to generate novel genetic varighiditbe used in future breeding programs of durureat.






1. Introduzione

1.1. Il frumento oggi

“Aumentare la produzione e la produttivita in modostenibile in termini economici, sociali e
ambientali, tenendo in considerazione la diversitle condizioni agricole, € una delle sfide piu
importanti che il mondo deve affrontare ogghttp://www.g20.org/en)

In alcuni regioni del mondo, la crescita della pagmne, il cambiamento climatico e I'uso non
sostenibile delle risorse naturali hanno gia avuto impatto negativo sull’approvvigionamento
alimentare. In assenza di un impegno globale pstrwce sistemi alimentari adattati a garantire la
sicurezza alimentare, questo impatto negativo &ndes ad aumentare ed a condurci ad un deficit
alimentare con conseguente denutrizione ed aundefitopoverta delle popolazioni pit vulnerabile
Insieme al riso e al mais, il frumento & una detiture essenziali per la civiltd umana. Con pi@th
milioni di ettari coltivati ogni anno (dati FAOSTAZ012), il frumento € il cereale piu diffuso inttutl
mondo, la piu importante fonte di proteine, e fecei circa il 20% delle calorie totali per il congum
umano (Braun et al. 2010). Con circa 147 miliontafinellate (dati FAOSTAT 2012), il commercio
annuale mondiale del frumento e superiore a quitlfizso e mais. Da ci0, una produzione di frumento
stabile e affidabile & di fondamentale importanea approvvigionamento alimentare globale. Le
ragioni del suo successo sono molteplici sia daktguli vista agronomico che qualitativo (Shewry
2009). Il frumento & una coltura che si adatta baleebasse temperature e puo essere impiegata in
rotazione con altre colture quali il riso, il coigra soia e il mais dando agli agricoltori un’aliaiva
importante dal punto di vista economico ed alimentinoltre, il frumento presenta un buon profilo
nutrizionale ed e una fonte, oltre che di carbdidaache di alcuni amminoacidi essenziali, di matie

di vitamine e di alcune sostanze associate adtieffenefici per la salute deftihytochemicalsLa
peculiarita maggiore del frumento, tra i cerealpe®d dovuta alle proprieta viscoelastiche unicéie d
suoi impasti che permettono la produzione di uniamprieta di prodotti consumati in tutto il mondo,
tra cui pane, pasta, noodles, couscous, biscotéing altri prodotti alimentari. Queste proprieta
dipendono dalla struttura e dalle interazioni thgi¢ra le proteine di riserva della cariossidefoh@mano

la frazione proteica del glutine. Con una popolagionondiale prevista di 9,3 miliardi nel 2050, la
domanda di frumento dovrebbe aumentare del 60%tts@l 2010. Per soddisfare questa domanda,
aumenti medi di rendimento annuali devono salifelidallo attuale dell’1,1% (2001-2010) all’1,7%
(2011-2050; Rosegrant e Agcaoli 2010). Pertantecg@ssario un grande sforzo da parte della comunita
scientifica per aumentare la produzione di frumergo la sua sostenibilita, garantendo

contemporaneamente la produzione di prodotti siediialta qualita.



1.1.1. Produttivita e qualita in risposta alle esigenze glbali del XXI secolo

Fin dagli inizi dell'agricoltura, circa 10.000 arfaj i cereali hanno fornito la principale fontecdiorie
per la dieta umana. Diversi tipi di cereali soratisiddomesticati dagli agricoltori di tutto il mam per

le loro caratteristiche quali un alto rendimento,kwon valore nutrizionale e facilita di traspoetali
stoccaggio. Tra questi, il frumento ha avuto udaparticolarmente importante e a tutt’'oggi € lHua
maggiormente diffusa in tutto il mondo con oltre728ilioni di ettari. Inoltre, il frumento rappreden
una fonte proteica importantissima, seconda dofisadilper le calorie che fornisce alla dieta alitaes
Da diversi millenni, la selezione da parte dell’uwndi caratteristiche legate alla resa ed alla tpuhkh
portato a significativi miglioramenti nelle variedi frumento coltivate rispetto alle loro forme
selvatiche. Grazie poi alla rivoluzione verde d@6Q@, con lintroduzione di caratteristiche quali lo
sviluppo accelerato delle colture, il portamentiotio, I'insensibilita al fotoperiodo e 'aumentelid
resistenza alle malattie, vi & stato un notevolgrdauto al miglioramento delle rese. Da tale pdoio
fino ad oggi, 'incremento medio della produziondrdmento € significativamente diminuito (Tabella
1.1), con ampie variazioni di rendimento tra paésip://www.wheatinitiative.org/). A causa della
crescita della popolazione mondiale, all’'aumentgqdezzi dei fertilizzanti e dei pesticidi, all’a@mto
dell'utilizzo delle colture per la produzione dohiel, agli effetti negativi delle alte temperaterdella
siccitd dovuta ai cambiamenti climatici ed infinduabanizzazione/erosione dei terreni agricoli, la
produzione mondiale di frumento negli ultimi 15 amon & sempre stata in grado di soddisfare la
domanda globale (fonte USDA).

Tabella 1.1. Progressi nellincremento delle rese in frumergeripdi di 10 anni) a partire dal 1960 fino ad oddati
FAOSTAT), ed esigenza di rese prevista per il 20%atto da http://www.wheatinitiative.org/.

1961-1970 213 278 13

1971-1980 225 388 3.9% 1.7 3.2%
1981-1990 229 509 3.1% 2:2 2.9%
1991-2000 220 571 1.2% 26 1.7%
2001-2010 216 622 0.9% 29 1.1%
2050 (target) 220 1045 1.7% 4.75 1.6%

Una soluzione diretta per aumentare la produzidoieae di frumento sarebbe quella di aumentare la
produttivita per ettaro. Tuttavia, il rendimentonan del frumento sembra essere stagnante in molte
regioni del mondo. Nonostante, a livello globaliesia la richiesta di varieta di frumento diverss p
prodotti ed usi differenti, tutti i paesi condivitwil bisogno urgente di aumentare caratteristairae

la resa e una migliore adattabilitd a stress bi@it abiotici, garantendo contemporaneamente la
produzione di prodotti sicuri ad alta qualita nzithale. Inoltre, la tendenza nei paesi indusiiatii e
quella di avere alimenti che, al di |a delle fumzinutritive di base, siano in grado di apportazaddici

alla salute umana e di prevenire o ridurre il nieah malattie croniche importanti. Questa categalii
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prodotti alimentari & generalmente identificata €eapressione di “alimenti funzionali”. Il frumemt
essendo significativamente presente nella diesditaisce un mezzo ideale per un eventuale appiorto
sostanze benefiche per la salute umana.

L'uso piu efficiente delle risorse genetiche rapprga uno degli approcci piu importanti per miglrer
caratteristiche quali la produttivita e le carasithe qualitative del frumento. Negli ultimi dieamni,
sviluppi nel campo della genomica, genetica mokseok delle biotecnologie hanno fornito nuovi
strumenti per il miglioramento vegetale insiemeuad migliore comprensione della fisiologia e dello
sviluppo del frumento. Queste tecnologie possorseres utilizzate per accelerare i tradizionali
programmi dibreedingo introdurre nuova variabilita in frumento attres@ metodi convenzionali e
non. Per il frumento sara, infatti, necessariasgtnda rivoluzione verde per aumentare la prodazio
mondiale di frumento del 60% entro il 2050 (RosagtaAgcaoili 2010). Questo obiettivo potra essere

raggiunto soltanto con l'utilizzo delle nuove teloggie.

1.2. Filogenesi ed organizzazione del genoma di frumento

BN

Il frumento & un cereale appartenente alla famigile Graminaceae o Poaceae. Tale famiglia
comprende la tribu dell@riticeag la sottotribu delleTriticinae a cui appartengono diversi generi e
specie, tra le quali il frumentdrticum ssp.). Vi sono differenti trattazioni tassonomianenolti
scienziati preferiscono distinguere tra il gen&rdicum e il genereAegilops Al genereTriticum
appartengono diverse specie tra chiiticum monococcuni. (genoma AA™); Triticum urartu
(genoma AAY); Triticum turgidumL. (genoma AABB);Triticum timopheevi{Zhuk) Zhuk. (genoma
AAGG); Triticum aestivumL. (genoma AABBDD) eTriticum zhukovskyigenoma AAAAGG;
Matsuoka 2011). Queste specie sono raggruppate getioni: Sez. Monococcon (costituito da specie
diploidi); Sez. Dicoccoidea (costituito da speoitraploidi) e Sez. Triticum (composto di specie
esaploidi). Di queste specik, urartuesiste solo nella sua forma selvatica, mentréogsd . aestivum
eT.zhukovskysolo come forme coltivate. Le altre spediemonococcund. turgidumeT. timopheevii
hanno sia una forma selvatica che una forma ctdtiveutte le specie diriticum sono native della
Mezzaluna Fertile del Vicino Oriente, che compreihdiéediterraneo orientale, Turchia sud-orientale,
il nord dell'lraqg, I'lran occidentale e della regi® Transcaucasia. Grazie ad una moltitudine di dati
archeologici, morfologici genetici e citogenetistato possibile tracciare la storia della detilazione

dei frumenti coltivati. Fenomeni di domesticazioribridazione naturale seguita da eventi di
alloploidizzazione sono le forze che hanno porédliospeciazione dei vari frumemiticum.

La domesticazione & quel fenomeno attraverso ledwemo ha selezionato specifici caratteri a $seegu

di mutazioni spontanee presenti nelle piante selwvat(Matsuoka et al. 2011). Nel frumento uno dei
caratteri essenziali, responsabile della sindroimgothesticazione, € la perdita della dispersiore de
seme dovuta alla fragilitd della rachide; cio imiped al vento di disperdere le cariossidi facilitane

la raccolta. Questa caratteristica & controllatdudaalleli recessiBrittle rachis-Ale Brittle rachis-B1
localizzati rispettivamente nel braccio corto deimmosomi 3A e 3B (Watanabe et al. 2002). Un altro

carattere importante per la domesticazione delénime stata la perdita di aderenza delle glunae all



cariosside che ha portato al frumefe-threeshindFigura 1.1b). Questa caratteristica & controllata
da due importanti lociTg (tenacius glume) situato nel braccio corto delmmsoma 2B e 2D @ situato

nel braccio lungo del cromosoma 5A (Matsuoka 2011).
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Figura 1.1. (a) Schema di diversificazione dei frumenti del gen€riticum. Le frecce in rosso indicano gli eventi di
allopoliploidizzazione che hanno coinvolto la spesegilopsmentre le frecce verdi quelli che hanno coinvotiospecie
Triticum. La freccia verticale nera indica gli eventi di datieazione. lf) EvoluzioneTriticum turgidume Triticum aestivum.

| box arancioni e verdi indicano rispettivamenfeimentinon-free-threshing free-threshingLe frecce rosse e blu indicano
eventi di speciazione per alloploidizzazione. Trath Matsuoka et al. 2010.

L’alloploidizzazione via ibridazione naturale, clenspecie del genekeegilops(Figura 1.1a)e stata la
maggior forza che ha portato alla diversificaziotherante I'evoluzione delle speci@riticum
(Tsunewaki 2009). La specie diploide monococcumzon genoma PA™, e la specid. urartu con
genoma AA" hanno avuto un'origine monofiletica e si sonoaléhziate piu di un milione di anni fa
(Huang et al. 2002). Evidenze basate su studi rowif, citologici e genetici, suggeriscono chepdo
la divergenza di. monococcure T. urarty, le specie tetraploidi con genoma AABB e AAGG (Fy
1.1a) si siano evolute meno di mezzo milione di &mattraverso l'ibridazione ti& urartue Aegilops
speltoidesTausch (genoma SS). In questo processo, si rise@am® avvenuti almeno due eventi di



ibridazione indipendente: uno associato con I'nggili T. turgidum(genoma AABB), e l'altro con
l'origine diT. timopheevi(genoma AAGG) (Sarkar e Stebbins 1956; Shandsib&i 1973; Chapman
etal. 1976; Dvorak 1976; Dvorak et al. 1988, 199@ihara e Tsunewaki 1988, Noda e Ge 1989; Dvorak
e Zhang 1990; Huang et al. 2002; Kilian et al. 2007

La genesi delle specie tetraploidi ha posto le Ipesi un'ulteriore diversificazione attraverso la
speciazione per alloploiploidia, dove attraversbridazione naturale, ha seguito il raddoppiamento
cromosomico (anfiploidia), alcune centinaia di guititardi. Durante lo sviluppo dell’agricolturalta
mezzaluna fertile, circa 10000 anniTaturgidume T. timopheevisono stati domesticati e comparvero
le prime forme coltivate (Feldman 2001; Salaminakt2002). Nella stessa area venne domesticato
anche ilT. monoccoccur{Kilian et al. 2007Db).

Il T. aestivumgenoma AABBDD) si é formato attraverso l'ibridaz diT. turgidumcon la specie
selvaticalAegilops tauschiCoss. (genoma DD; Figura 1.1a; Kihara 1944 , MdEace Sears 1944]).
zhukovsky{genoma AAAAGG) € nato attraverso l'ibridaziond diimopheevicon il coltivato einkorn

T. monococcumella regione Transcaucasica. Ad oggi, sialpaaestivunche perT. zhukovskynon
sono note forme selvatiche.

Le origini separate per le specie tetraploidi cenama AABB e AAGG porta alla formazione di due
gruppi poliploidi indicati come il grupp®. turgidum(comprensiva di. turgidume T. aestivuped il
gruppoT. timopheevi{comprensiva der. timopheevie T. zhukovskyi(Matsuoka 2011). Il gruppo del

T. timopheevicomprende la specie selvatgsp. araraticumha distribuzione limitata e le sue cultivar
sono endemiche della regione Transcaucasica. Ataramil gruppoT. turgidumé ampiamente diffuso

e prodotto in tutto il mondo (Matsuoka 2011).

L'allopoliploidia ha consentito la confluenza in‘umica pianta di genomi precedentemente adattati a
condizioni ambientali differenti; questo processalla base della forte capacita di adattamento dei
frumenti poliploidi ad ambienti molto differenti (bcovsky e Dvorak, 2007).

Il piu importante frumento della serie degli alto#gploidi € il frumento duroT{riticum turgidumssp.
durumDesf. Figura 1.1b), il cui genoma risulta omologqueello delle specie ancestrali turgidum
ssp.dicoccoidegallotetraploide selvatico) & turgidumssp.dicoccon(farro medio), specie interessanti
soprattutto per reintrodurre nel frumento coltivaieli utili. Invece per la serie alloesaploide, |
sottospecie piu importante e quella del frumentete {Triticum aestivunssp.aestivun insieme ad
altre specie esaploidi quali. aestivunssp. pelta (farro grande) €. aestivunssp.sphaerococcum
(Figura 1.1b)Slageren, 1994). | frumenti coltivati, quelli setici e le specie affini dell€riticeaesono
intercompatibili tra loro per cui, anche se conedéo grado di difficolta, & possibile il trasferime

genico a seguito d’incrocio (Blanco et al. 1990;rivleveux et al. 2000).

1.3. Il frumento duro e le ragioni del suo successo

Il frumento duro viene coltivato in un’area padieca 20 milioni di ettari e la sua produzione ragge
il 5% (circa 30 milioni di tonnellate annue) di dlaedel frumento tenero (dati FAOSTAT 2009). Cio

nonostante, I'importanza economica di questa ckunolto superiore a quanto possono indicareiguest
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dati. La produzione del frumento duro viene, infaftiasi totalmente impiegata per il consumo umano,
ed il suo prezzo di mercato & superiore a quelldrdenento tenero (dati ISMEA 2011). L’Unione
Europea, seguita dal Canada, Usa ed infine dalAich e Asia Occidentale (WANA, West Asia and
North Africa), e tra i maggiori produttori di frum® duro al mondo. In queste regioni, I'importanza
alimentare di questa coltura é testimoniata ddewva® consumo pro-capite di pasta e di prodqititi
trasformati. Nei paesi del’Unione Europea, la maggarte della produzione & concentrata soprattutt
in ltalia ed in particolar modo nell’ltalia meridiale, dove riveste un’importanza primaria per la
produzione agricola e per I'industria agro-alimeat@cale (dati ISMEA 2011).

Rispetto al frumento tenero, il frumento duro € messistente alle basse temperature e si adatiéomeg
ad ambienti caratterizzati da piovosita relativaradrasse (tra 250 e 500 mm) e temperature eldate.
maggior parte degli ambienti dove viene coltivaemgono, infatti, definiti semi-aridi, con piovosita
inferiori 0 uguali a 350 mm annui (Bozzini 1988eINacino del Mediterraneo, I'areale di coltivazon
piu importante, il frumento duro & coltivato pripaimente in condizioni non irrigue ed in ambienti
molto diversificati ma in genere caratterizzati ulaa piovosita scarsa e molto variabile dove la
produzione é spesso minacciata dalle condiziooiaficita estreme e dove gli stress biotici ed aliot
possono causare perdite in termini di resa e gualit

La granella del frumento duro € di colore giallobaato (esistono anche forme con pericarpo da rosso
a purpureo), ha un aspetto vitreo ed ha un endwosparolto piu duro rispetto a quello del frumento
tenero. Queste caratteristiche determinano I'idérdgl frumento duro alla molitura in semola (Flege
2006). La semola e la principale materia prima lpeproduzione di pasta, couscous, burghul, altri
prodotti tipici in WANA e per la produzione di pahevitato e non nei paesi del mediterraneo. In alt
paesi, il frumento duro é utilizzato per produrréampia gamma di prodotti quathapatisnel sub-
continente indiano, pane lievitato nel Caucasdillas e motein America Meridionale e Centrale, ed
in molti casi costituisce un'importante fonte alitae. In America settentrionale, inoltre, il frume
duro e usato nella realizzazione di prodotti esipas colazione. La tendenza al livello mondialené
incremento nei consumi di tali prodotti che sonogamppo importante di cibi salutistici, bilanciai
nutritivi. In particolar modo, il consumo di pagtasta sempre piu diffondendo dall’ltalia in tutto

mondo, poiché é considerata un alimento sanogfdailpreparare e conservare per lunghi periodi.

1.4. La cariosside

| costituenti e la struttura stessa della cariessldl frumento duro (e piu in generale dei cereali)
influenzano le caratteristiche tecnologiche e mignali dei relativi prodotti trasformati. Le techie ed

i metodi impiegati per lo stoccaggio e la trasfozimae condizionano in diversa misura la qualitalién

ed il valore nutrizionale dei prodotti. In figura2le rappresentata la struttura della cariosside di
frumento.

La cariosside € un frutto secco indeiscente, intassuti del pericarpo sono saldati con quellséee.
Essa € costituita dall'endosperma (87-89%), dalteame (2-4%) e dai tegumenti o involucri (8-10%).

L'embrione o germe consta di due parti princidasse embrionale e lo scutello ed entra a farepdet
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sottoprodotti della molitura. L’endosperma, dadeiiiva la semola, € formato da uno strato aleuoonic
esterno e da un parenchima interno contenenteimgineente amido (65-75%; Stone e Morell 2009) e
proteine di riserva. L'endosperma amidaceo confiératre, piccole percentuali di lipidi, sostanze
minerali, polisaccaridi non amidacei e compostifem a basso peso molecolare. La crusca, una delle
principali frazioni ottenute con la molitura, césisce il 14-16% del peso della cariosside e congee
pericarpo e testa.

Endosperma
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Figura 1.2. Struttura e componenti chimici della cariossidéainenta Modificata da Surget e Barron (2005).

1.5. Il miglioramento genetico

Il miglioramento genetico delle piante ha un ruofeostituibile nell’agricoltura moderna. |l
miglioramento della qualita e I'incremento dellesgenelle varieta in commercio sono i principali
obiettivi delle attivita dibreedingo selezione dei cereali. L'aumento della prodidtidelle varieta
cerealicole rappresenta un obiettivo primario sthpita in un’ottica di sostenibilita della produni |
programmi di miglioramento della qualita sono farzdti quasi esclusivamente sulle caratteristiche
funzionali e tecnologiche o sulle proprieta nutimgli dei cereali (Henry, 2004).

Per miglioramento genetico vegetale si intenderdcpsso che permette di modificare il patrimonio

genetico di una pianta al fine di migliorare leatteristiche di cui 'uomo ha bisogno. Il miglioranto



genetico classico sfrutta la variabilita genetfm@sente in natura all'interno di ogni specie spdicie
affini, per indirizzarne I'evoluzione nella diremm gradita dall'uomo. Le principali fonti di varikta
sono le mutazioni, la ricombinazione genetica,ridhzione e la poliploidia. Tuttavia, I'approccio
classico ha il limite di non poter prescindere 'dalfocio sessuale seguito da una fase di selepene

le caratteristiche desiderate. Un altro limite agjlrmramento genetico classico € la disponibilita d
variabilita genetica. L’enorme pressione selettkde ha caratterizzato il frumento, dalla sua
domesticazione ad oggi, ha causato una sostannatificazione ed impoverimento del corredo
genetico rispetto a quello posseduto dai suoi pribge selvatici.

Con lo sviluppo delle biotecnologie i ricercatadiieniglioratori hanno a disposizione potenti megzai
migliorare la ricerca in campo agricolo e per sapei limiti del miglioramento genetico tradizioaal

I metodi convenzionali, oggi impiegati per superkxebarriera sessuale e creare nuova variabilita
genetica, comprendono sia le colture in vitro (do&eil miglioramento si usano, ad esempio, ladisi

di protoplasti e la variazione somaclonale, I'erogenesi somatica) sia la mutagenesi.

I metodi non convenzionali si basano sull'uso délADricombinante. Attraverso la manipolazione
genetica & possibile produrre varietd transgenich@sgeniche, che possono contenere geni non
altrimenti introducibili attraverso incrocio e selene.

Senza dubbio I'associazione e I'uso coordinato éiaai classici e delle biotecnologie piu avanzate
costituisce un potente mezzo per il miglioramentnaiico di specie di interesse, riducendo,

notevolmente, i tempi per la realizzazione di vareon caratteristiche superiori.

1.5.1. La mutagenesi nel miglioramento genetico e nella getica inversa

Nel corso degli anni, la mutagenesi ha svolto whorgignificativo nel miglioramento genetico vedeta
Attraverso questo metodo, e stato possibile remzznuova variabilita genetica per caratteri che
controllano le caratteristiche di maggiore inteeeaio scopo di creare nuove varieta che rispondano
alle richieste del XXI secolo (Sikora et al. 20Mba 2013). Il programma congiunto della FAO-IAEA
ha mostrato che, in tutto il mondo negli ultimi &ni, oltre 3200 varieta con una o piu carattetisti
utili, sono state ottenute attraverso I'uso dellatagenesi e sono state ufficialmente rilasciate e
commercializzate (FAO-IAEA, Mutant Variety Database 2013,
http://mvgs.iaea.org/AboutMutantVarieties.aspx). gassato, la mutagenesi € stata utilizzata, per
identificare i geni responsabili di un fenotipo idieresse, con un approccio di genetica classica.
Tuttavia, questo approccio ha dei limiti. Per esemg difficile individuare un particolare fenotipo
all'interno di una popolazione molto grande, ing|tfeffetto di alcune mutazioni & mascherato dalla
presenza di geni omeologhi o duplicati. In frumenimnalisi funzionale dei geni e, di conseguenza,
l'isolamento di geni responsabili di caratteriséali interesse agronomico e qualitativo, sono peti
lungo tempo ostacolati dalla mancanza di strumdntanalisi efficienti per le specie poliploidi.
Nell'ultimo ventennio, grazie in primo luogo allasgonibilitd di un vasto repertorio di sequenze
nucleotidiche, sono state sviluppate diverse texpel di genetica inversa, tra cui il TILLING

(Targeting Induced Local Lesions IN GenoméécCallum et al. 2000a, 2000b), basate sulla
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“inattivazione” del gene di interesse al fine drifieare il fenotipo associato e definire la funzéulel
gene stesso (Parry et al. 2009; Gilchrist e Ha§Hii0).

1.6. Targeting Induced Local LesionsIN Genomes (TILLING )

Il TILLING e una tecnica di genetica inversa, clambina la mutagenesi chimica tradizionale con
tecniche di screening delle mutazioni puntiformiadidh processivita in una regione genica d'intexess
(Till et al. 2007). Tale metodo ha il vantaggio éhena tecnologia applicabile a numerosi organismi,
con genomi di varie dimensioni, diploidi o polipglgiomozigoti o eterozigoti, e risulta uno struneent
attraente non solo per studi di genomica funzioma@nche per applicazioni agronomiche. Il TILLING
permette, infatti, un ulteriore miglioramento dellarieta gia selezionate, mediante I'introduzione d
nuova variabilita, senza ricorrere alle tecnichbrdedingtradizionali o di trasformazione genetica. In
particolar modo, il TILLING rappresenta uno strurttedi elevato potenziale per gli studi di genomica
funzionale ed il miglioramento delle coltivaziorerealicole. La natura recalcitrante delle maggiori
specie cerealicole ai processi di trasformazionigemerazione in vitro, causa notevoli limitazicatgi
approcci di mutagenesi inserzionale e silenziamatitaverso tecnologia transgenica. Al contrasgo, |
poliploidia di specie come il frumento comporta elevata capacita di tolleranza ai trattamenti di
mutagenesi classica, consentendo la produzionepdil@zioni ad elevata densita di mutazioni. Inoltre
la mutagenesi chimica permette la produzione dierosi varianti alleliche del getargetassociate a
diversi livelli di alterazione del fenotipo corrizpdente; le nuove serie alleliche rappresentano
un’opportunita sia per gli studi funzionali che fgeproduzione di fenotipi con caratteristiche intedie
tra il wild-type e il mutanteknock-out L’attuale atteggiamento della societa e del Latgise nei
confronti delle tecnologie transgeniche, rendelllLTNG una strategia di miglioramento genetico di
piu facile utilizzo e applicazione.
La creazione di una piattaforma TILLING constardigtep principali (Figura 1.4):

- lo sviluppo di una popolazione mutagenizzata;

- l'estrazione del DNA e la preparazionepdiol;

- l'analisi delle mutazioni.
1.6.1. Sviluppo della popolazione mutagenizzata

| semi sono mutagenizzati attraverso un trattamentoun agente chimico mutageno, come ['etil-
metan-sulfonato (EMS), il sodio azide e I'N-metiiitrosurea (MNU). L'agente mutageno ideale per
il TILLING, deve indurre sostituzioni nucleotidiclvasuali o piccole inserzioni/delezioni (minori3d
mucleotidinucleotidi) con un'alta frequenza nel@ea. Per le piante, 'EMS é il mutageno utilizzato
maggiormente per produrre popolazioni TILLING (Tell al. 2007). Questo agente chimico produce
mutazioni puntiformi attraverso l'alchilazione dn wesiduo di guanina, provocando maggiormente
transizioni G-A e C—T (Greene et al. 2003; Slade et al. 2005). Quéptodi mutazione ha una

probabilita relativamente alta di provocare la famone di codoni non senso.
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Figura 1.3. Schematizzazione della strategia TILLING.

La strategia generale per la produzione di popotaznutanti nei cereali prevede I'esposizione denis
(My) al trattamento mutageno, seguita dall’autoimpaltione della progenie Mhe da vita ai semi M

Il trattamento mutageno dei semi produce piantechimeriche e la segregazione delle mutazioni
awviene nella M Dalle foglie degli individui M viene isolato il DNA genomico utilizzato per I'disa
delle mutazioni (Figura 1.3). Le piante;Mengono caratterizzate al livello fenotipico meritsemi M
costituiscono la collezione dei semi della popaaei mutagenizzata, utilizzati per lo studio funaien
delle mutazioni identificate. La generaziong 8 ancora segregante e non tutte le piante hanno le
mutazioni presenti nella MTill et al. (2000) hanno utilizzato il trattamento mutageno tdline in
mais. La mutagenesi applicata al polline seguitdadsua coltura in vitro comporterebbe enormi
vantaggi rispetto alla questione della fissaziopfledmutazioni: sarebbe possibile ottenere mutanti
omozigoti in un a singola generazione (Baylan €2@0D8).

Il parametro di valutazione piu rilevante per detieare la qualita di una popolazione di piante
mutagenizzate e la frequenza di mutazioni indgitesenti nel genoma dell'organismo bersaglio.
Trattamenti mutageni piu efficienti, in terminidnsita di mutazioni indotte, richiedono la produz

di popolazioni di dimensioni inferiori con un evide vantaggio nella gestione delle piante. L'effiaa

del trattamento mutageno dipende dal dosaggi@zdiio e dal grado di ridondanza genica delle specie
bersaglio (Parry et al. 2009). Per ciascun agentageno € opportuno ottimizzare la dose utilizeata

trattamento, bilanciando I'esigenza di ottenereelavata densita di mutazioni con la necessita di
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preservare la germinabilita e la fertilita dellamtie e di produrre popolazioni di dimensioni sasién
Popolazioni mutagenizzate sono state prodottette et maggiori specie cerealicole inclusi riso (@fu

al. 2008; Till et al.2007; Suzuki et al. 2008), ;éiill et al. 2004), sorgo (Xin et al. 2008; Blawdt et

al. 2012), orzo (Caldwell et al. 2004; Talame et28I08; Gottwald et al. 2009; Lababidi et al.2009),
avena (Chawade et al.2010), frumento tenero (}ade 2005; Dong et al.2009a; Feiz 2009; Uauy et
al 2009; Fitzgerald et al. 2010; Sestili et al. @&1Chen et al. 2012) e frumento duro (Slade &045;
Uauy et al. 2009; Bovina et al. 2014) (vedi tabéll2). Nelle specie diploidi il trattamento mutagen
causa elevati livelli di sterilita; per queste dpe& necessario produrre popolazioni molto gramdi p
raggiungere livelli saturanti di mutazioni. Al coatio, specie poliploidi come il frumento hanno
un’elevata capacita di tolleranza alle mutaziomiaigione dell’effetto di compensazione svolto dziig
omeologhi (Stadler 1929); in questo caso il numgirgiante mutanti necessario ad assicurare la
copertura del genoma & minore. La capacita tamgette specie poliploidi comporta la necessita di
identificare alleli mutati per ciascuna copia onogal del gene bersaglio al fine di verificare ildgpo

associato alla mutazione.

1.6.2. Preparazione deipool di DNA

Nel TILLING, i metodi di identificazione delle mutini, si basano sulla presenza, nei prodotti PCR
gene specifici, di molecole di DNAeteroduplex caratterizzate dalla presenza di un mancato
appaiamento nella doppia elica; il mismatch ésiliitato dell’associazione, in seguito ad un cidlo d
denaturazione e rinaturazione, tra le molecoleMNiA@R singolo filamento (ssDNAsingle strand DNA
delwild typee quelle del mutante (Figura. 1.4). Per questamnagle amplificazioni PCR devono essere
condotte su upool di individui. I DNA genomico isolato dai singaldividui della popolazione M
viene, quindi, miscelato ipool di dimensioni che, comunemente, vanno da 2 a @eiper singolo
campione analizzato. L'aumento delle dimensioni gieol favorisce il throughputdell’analisi ma
provoca un effetto diluizione delle mutazioni prageln frumento I'elevata densita di mutazioni
tollerata, in ragione della sua poliploida, deteraniina buona efficienza dpool composti da due

individui in termini di numero di mutazioni rilevain un singolo esperimento (Parry et al. 2009).
1.6.3. Sistemi di rilevamento delle mutazioni

La prima tecnica di rivelazione utilizzata nel TING e stata la dHPLC DOenaturing High-
Performance liquid Chromatograpjyuna tecnica cromatografica in grado di distimgutea molecole
omoduplexe eteroduplex McCallum et al. (2000a) hanno utilizzato taleniea per I'analisi di una
popolazione diArabidopsismutagenizzata con EMS. Il limite maggiore di tedetodica & il basso
numero di campioni analizzabili contemporaneamergestesso gruppo di ricercatori ha messo a punto
una tecnica basata sull'utilizzo di enzimi endorasici in grado di catalizzare una reazione didagl
specifico al 3'di un mismatch, in una molecola dNAa doppia elica. L’enzim&ell appartiene alla

famiglia delle nucleasi S1 che tagliano specificar®@NA a singolo filamento. Colbert et al. (2001)
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hanno messo a punto un metodo che utilizza I'enZiek per identificare polimorfismi a singoli
nucleotidi (SNP). In questo metodo i frammenti P@hgono prodotti utilizzando oligonucleotidi
specifici per il gene di interesse marcati con roole fluorescenti (gli oligonucleotidlorward ereverse
assorbono, rispettivamente, nell'infrarosso a 70808nm). Gli ampliconieteroduplex derivanti
dall'associazione tra filamenti normali e mutatengono digeriti dall’enzim&ell. | prodotti delle
digestione (frammento integro e i frammenti dertvatal taglio) vengono visualizzati su gel di
acrilamide (in condizioni denaturanti) attraverdosistema LI-COR, dotato di un rivelatore di
fluorescenza. Il LI-COR 4300DNAnalyzere in grado di analizzare fino a 960l, 192 campioni di
DNA genomico, in una sola corsa. L'utilizzo di digsefluorofori sui due oligonucleotidi utilizzati
nell'amplificazione PCR, permette di rilevare irfranenti prodotti dal taglio enzimatico in canalitait
dell'analizzatore; questa strategia fornisce lasfmlta di confermare la presenza della mutazione
controllando che la somma dei due frammenti eqgévallle dimensioni dell'amplicone originale.
Inoltre, le dimensioni dei frammenti prodotti dagtio forniscono un’indicazione approssimativa aell
posizione della mutazione all'interno dell’'amplieoopo I'identificazione della mutazione, injpool

2x, si procede al sequenziamento dei due genaipilpterminare quale dei due sia mutante; nel caso
di poolcon dimensione maggiori € necessario un’ulteriogdisi di “re-TILLING” al fine di individuare

il genotipo di interesse. Diversi gruppi hanno mstp forme modificate del metodo attraverso I'mtit

di altri enzimi comeSurveyor/Celllo Endol per aumentarne I'affidabilita otthroughput(Triques et al.
2008; Voskarides e Deltas 2009; Okabe et al. 2013).

Diversi sistemi di analisi, dei frammenti derivadal taglio, sono stati sviluppati: dall’elettroési
capillare (Cross et al. 2008; Suzuki et al. 20@@ntaggiosa in termini di sensibilita e livello di
automazione, all'analisi su gel di agarosio, sdh#dizzo di fluorofori, che rende il TILLING una
tecnica di facile accesso (Raghavan et al. 2007).

| sistemi di rivelazione delle mutazioni basati'sigttroforesi con gel di poliacrilamide non demante

o gel di agarosio, non necessitano dell’'utilizzpritner marcati con molecole fluorescenti e dirsienti

ad alta processivita, come il LI-COR 4300DNAnalyzer o ABI genetic analyzerche sono
generalmente costosi per i singoli laboratori. @uestemi sono stati applicati con successo nedlisi

di mutazioni indotte da EMS (Till et al. 2004; Staelt al.2005; Suzuki et al. 2008, Dong et al.2009b;
Uauy et al. 2009; Chen et al.2012). La proceduigudsti metodi € simile al sistema LI-COR, eccetto
che per I'utilizzo di primer gene specifici, mailicadn fluorofori. Un vantaggio di questi approcdiae
possibilita di analizzare, con un alta sensibifitammenti di oltre 2 Kb in poco tempo (1-2 h) nrent
per il sistema LI-COR le dimensione ottimali deginpliconi sono comprese tra 1,2 Kb e 1,5 Kb e
I'analisi necessita di tempi piu lunghi (5 h) (Chetral.2011; Chen et al. 2012). Inoltre, il sistedingel

di poli-acrilamide non denaturante o di agarosgmpglifica la procedura perché e possibile utilizzar
strumenti disponibili in qualsiasi laboratorio dolmgia molecolare di base, rendendo il TILLING una
tecnica accessibile ed economica per il miglioramelelle specie coltivate o per gli studi di genceni

funzionale.
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Il sistema di elettroforesi su microchip (M&E02 MultiNA, Shimadzu) & una nuova strategia per
I'analisi di mutazioni puntiformi in una popolazed ILLING (Chen et al. 2014). In generale, i pradot
digeriti daCell, vengono separati tramite elettroforesi capillagelinee che presentano SNP producono
nuovi frammenti nellimmagine virtuale del gel e sh@no un elettroferogramma simulato con picchi
differenti. | sistemi di elettroforesi su microcheépportano una tabella di risultati, con le dimenisjbp)

e le concentrazioni (ng/ul) dei diversi frammeatutando ad identificare i campioni positivi elol. |
vantaggi di questo sistema sono diversi: alta béit&j facilita d'uso,softwareper I'analisi automatica
dei dati ed elevatthroughput Tuttavia, il sistema di elettroforesi su micrqezhon & ancora largamente
applicato nel TILLING; questo sistema necessitaéssiere ottimizzato a causa del forte rumore didond
sugli elettroferogrammi simulati, causato da unéssiva sensibilita d’analisi o da prodotti aspecifi
della digestione.

La drastica riduzione dei costi del sequenziametdarga scala ha reso possibile I'utilizzo delle
tecniche di sequenziamento di nuova generazioneS(MWext Generation Sequencjngell’analisi
TILLING. Le tecnologie NGS (Roche 454, lllumina/8gh e ABI solid) possono essere utilizzate per
identificare le mutazioni indipendentemente datlalts dell’agente mutageno, e possono aumentare |l
throughput del sistema riuscendo ad analizzgreol costituiti da 40-50 individui (Weil 2009).
L'identificazione delle mutazioni negli organisnoljploidi, attraverso I'approccio di sequenziamento
risulta particolarmente efficiente perché non nsitaglell’'utilizzo di primer genoma specifici (Tdee
et al. 2009). Attualmente, nonostante i progreksi gono stati compiuti nel miglioraregboling e
nell'utilizzo di pre-amplificazioni PCR dei frammei interesse, questa tecnica rimane ancora tropp
costosa (Chen et al. 2014). Ad oggi, diversi sefMELING su larga scala come il Seattle TILLING
Project, il Rice TILLING Project e il Maize TILLIN@roject, hanno valutato I'utilizzo del NGS per il
TILLING utilizzando le piattaforme Solexa e ABI S@. (http://genome.purdue.edu/maizetilling/;
http://tilling.fhcre.org/). Inoltre la UC Davis TILINGCore dispone di una piattaforma lllumina GAll e
di una piattaforma Hi-seq per le analisi TILLINGtfh//tilling.ucdavis.edu/index.php/Main_Page).
Ogni tecnica per I'identificazione delle mutaziguintiformi presenta dei costi specifici, dei varmjiag

dei svantaggi.

1.6.3.1.  Analisi High Resolution Melting (HRM)

L'analisi HRM (High Resolution Meltingé una tecnica ad alta processivita sviluppatarmeenente per
lo screening delle mutazioni (Wittwer et 2D03; Gady et al. 2009; Parry et al. 2009; Bottcet al.
2011; Bovina et al. 2014).

L’HRM non si basa sull’'uso di endonucleasi di regtne ed offre notevoli vantaggi in termini di tios
e soprattutto di tempo rispetto alle tecniche z#die nel TILLING tradizionale. E un semplice saggi
closed-tubeeffettuato sugli ampliconi PCR e non implica alciteriore processamento dei frammenti
amplificati. La sensibilita e la specificita di éametodo & migliore della tecnica dHPLC (Chou et al
2005) e si avvicina a valori del 100% per amplicdindimensioni minori di 400 bp (Reed e Wittwer

2004). L'HRM risulta adatto ad analisigh—throughpuin quanto prevede I'analisi di piastre di PCR
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costituite da 96 o 384 posizioni. In questa metogial, come nel TILLING classico, l'identificazione
degli SNP é subordinata alla formazione di una nadéeeteroduplexra singoli filamenti di ampliconi
wild-type (wt) e mutanti. Gli ampliconi oggetto di analisi, venggrodotti per amplificazione PCR in
presenza di concentrazioni saturanti di un flummfche presenta bassa tossicita per la PCR e che si
comporta da intercalante del DNA a doppio filamefsDNA, double strand DNA Subito dopo, si
procede all'analisi del profilo dnelting(denaturazione) degli ampliconi con I'utilizzo ldestrumento
HRM, che permette un accurato controllo della tenmjpea e della fluorescenza. Il fluoroforo non
interagisce con ssDNA ma si intercala nel dsDNAeetktte un segnale di fluorescenza in questa
condizione. Dopo I'amplificazione PCR, lo strumeptovvede al lento riscaldamento dei campioni e
contemporaneamente registra la progressiva ridazieh segnale di fluorescenza causato dal rilascio
della sonda da parte delle molecole di dsDNA indvidenaturazione (Wittwer et. &003). | dati forniti

da uno strumento HRM consistono nei profili o cudieneltingdegli ampliconi analizzati che derivano
dalla riduzione di fluorescenza vs I'aumento dédlaperatura. | frammenti PCR mutaateroduplex
mostrano un profilo di melting alterato rispetttaaequenzamoduplexwt. L'analisi HRM e risultata
molto efficiente per I'identificazione di una largarieta di SNP: transizioni (6T, G—A e A—G);
trasversioni (&>A, C—G, G-T, G—»C, A—~C e T-A), inserzioni e delezioni dell’'ordine di dieci
nucleotidi. Hofinger et al. (2009) hanno dimostrale la sensibilita del metodo consente di utilieza
pool composti da almeno cinque campioni per amplicodirdensioni fino a 300 bp. L'applicazione di
guesta metodologia al TILLING offre particolari wvaggi nel caso di gertarget caratterizzati da
strutture ricche di regioni non codificanti e damumero elevato di esoni di dimensioni limitate. In
guesta situazione l'utilizzo della digestione €@ell, di ampliconi dell’ordine di grandezza di 1,5 Kb,
implica I'identificazione di un’elevata percentuale SNP “non funzionali” in quanto presenti nelle
regioni introniche del gene. L'HRM si basa sull’asiadi frammenti di dimensioni fino a 500 bp; le
amplificazioni PCR sono progettate in modo che phoone copra la regione corrispondente ad un
singolo esone con vantaggi in termini di tempo efficienza dell’analisi. In specie poliploidi, cen
frumento, 'HRM prevede una strategia di Nested-PGR prima amplificazione PCR produce
frammenti omoeologhi-specifici di dimensioni elevdtino a 2 Kb); nella seconda PCR I'amplicone
della B PCR viene utilizzato come stampo, da diverse cogpi®ligonucleotidi specifiche per
I'amplificazione degli esoni (Parry et al. 2009y et al. (2009a) hanno dimostrato che in frumento
tenero, I'analisi HRM, unita all’analisi di sequenkutation Surveyor®, & abbastanza sensibile da
rilevare un singolo SNP eterozigote in un amplicB@R contenente i tre frammenti omeologhi del
gene di interesse.

L'efficienza del’lHRM dipende dalla risoluzione ttektrumento utilizzato e dalla scelta del fluorafo
Studi di confronto di diverse strumentazioni e fhfori, riportano che ithroughputmaggiore puo
essere ottenuto con l'utilizzo del fluoroforo LC@rePlus in combinazione con lo strumento Idaho
Technology LightScanner (Hermann et2006, 2007).
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1.6.4. Programmi bioinformatici per il TILLING

L’identificazione di appropriati ampliconi & uneptimportante per I'analisi TILLING. La selezionie d
una regione del genargetmaggiormente idonea per I'analisi, fornisce ua'alissibilita di identificare
mutazioni nonsenso ed utili mutazioni missenscsdedta di questa regione deve tener conto deldiipo
gene che si sta studiando, dell'effetto dell’agemigageno sui codoni, sui siti dplicing e della
conservazione della sequenza della proteina cathfitl programma bioinformatico CODDLE¢dons
Optimized to Discover Deleterious Lesipasuno strumento di analisi di sequenze dispanibilrete
(http://blocks.fhere.org/proweb/input/) di supporédl’analisi TILLING (Till et al. 2003). Questo
programma utilizza: le banche dati pubbliche diusege per ottenere un modello esone-introne del
gene di interesse, il database Blocks (http://bfoksc.org) per identificare le regioni conservdedia
proteina codificata e, attraverso I'algoritmo Prigi¢Rozen e Skaletsky 2000), identifica i primer pe
amplificare il frammento maggiormente adatto alilisi TILLING. In particolare, dopo aver dato come
imput la sequenza proteica o la sequenza del cDiferne alla sequenza genomica del gene di
interesse, nell'interfaccia CODDLE si ottiene cormseltato I'allineamento della proteina corBicks
family dalreverse PSI BLAST sear€Altschul et al. 1997). In questo modo sono idezati i domini
della proteina conservati, si puo accettare lae$tra” didefaulto personalizzare la ricercatldbcksdi
allineamento attraverso I'utilizzo di link alternat Dopo aver identificato 'omologia della probe,
COODLE procede alla scelta della regione che masaita possibilita di trovare mutazioni missenso
€ Nnonsenso.

Una volta identificate le mutazioni & necessariotese il loro effetto sulla struttura e funzionaldella
proteina. La conservazione della sequenza proteigsata come base per valutare se una mutazione
missenso ha un effetto nella proteina codificafardgramma PARSESNRof Project Aligned Related
Sequences and Evaluete SNR#p://blocks.fhcrc.org/proweb/input/) riportagmpogni mutazione
analizzata, la posizione all'interno della sequeinZiarma grafica e numerica (Taylor e Greene 2003)
ed informazioni dei siti di restrizione persi o aigiti attraverso la mutazione, utili per gli edpsenti
successivi dgenotyping Per ogni mutazione il programma fornisce duenaldPSSM ed il SIFT.

Per ogni mutazione missenso, 'amminoacido osseeat| potenziale aminoacido missenso-mutato
vengono confrontati allRosition Specific Scoring MatrifPSSM) per il blocco di riferimento in quella
posizione. La differenza € calcolata tra il punted@SSM dellamminoacido osservato e il punteggio
PSSM della possibile variazione missenso. Mutazeam un valore di PSMM >10 indicano che il
cambiamento amminoacidico e putativamente nonrédbeper la funzionalita della proteina.

Il valore SIFT Gorting Intolerant From Toleraptpredice, con un'accuratezza del 75%, se una
sostituzione amminoacidica é deleteria 0 menogéirrizionalita dell'enzima (Ng e Henikoff 2003). Il
programma SIFT considera la posizione alla qualeeae il cambiamento ed il tipo di amminoacido
che cambia, allineando la sequenza proteica dieisse con sequenze in banca dati. Per valori di<SIF

0,05 il cambiamento amminoacidico & predetto ndaraio dalla proteina.
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1.6.5. EcOTILLING

L’Eco-TILLING rappresenta un’estensione della sggg di TILLING applicata all’analisi dei
polimorfismi SNP presenti nelle popolazioni natuf@omai et al. 2004). La tecnologia € la stessa
utilizzata nel TILLING eccetto che per la stratedigpooling del DNA: gli individui da analizzare
vengono mescolati in rapporto 1:1 con il campiondfdrimento (Chen et al. 2011). L'ecoTILLING
fornisce un metodo rapido, economico e precisoimdividuare nelle popolazioni naturali, aplotipi
diversi nei geni d'interesse. Il vantaggio di qoeapproccio risiede nel fatto che la caratterizzaei
delle serie alleliche e la scoperta di nuovi vdiialfeliche prevede il sequenziamento solo deglpi
individuati con I'analisi di TILLING. L’'EcoTILLING é stato utilizzato in diverse applicazione tra cui:
studi sulla diversita della popolazioneAnabidopsis riso e patata (Comai et al. 2004; Kadaru et al.
2006; Elias et al. 2009); analisi delle variaziatieliche dei genPina e Pinb per identificare nuovi
alleli da utilizzare in programmi direedingper la durezza della cariosside in frumento (Wengl.
2008a); analisi di associazione per identificareavei alleliche che controllano la suscettibilial

melone e la resistenza alla siccita in riso (Negdtal. 2007; Yu et al. 2012).

1.7 TILLING per il miglioramento genetico nel frumento

Negli ultimi 10 anni i progressi compiuti nel sega@mento del genoma, la disponibilita delle segaen
dei geni e lo sviluppo di nuove tecniche, hannewalimente aumentato l'utilizzo di approcci di gereet
inversa per studiare la funzione del gene, percem®o un fenotipo ad una sequenza nota o per
programmi di miglioramento genetico in specie deiasse. Ad oggi la tecnica TILLING é stata
ampiamente usata in frumento duro e tenero e, eaentemente, in specie diploidi conie
monococcumfornendo quindi una risorsa disponibile sia pedisfunzionali sia per programmi di
miglioramento genetico vegetale (Tabella 1.2).nafun vantaggio molto importante del TILLING e
che non crea organismi geneticamente modificafittin I'applicazione di tali organismi non é stata
ancora accettata, ed e tutt'oggi soggetta a polereéccritiche da parte della societa e dalle &bt
pubbliche. Inoltre, il transgene presenta dei limitermini di stabilita ed efficienza mentre ILLING
crea mutazioni puntiformi permanenti che risultaseere precise ed efficienti per lo studio dei geni
interesse.

| primi ad usare la tecnica TILLING come strumeptr migliorare le caratteristiche qualitative del
frumento sono stati Slade e colleghi (2005), preddo una linea di frumento tenevaxy, combinando

le tre mutazioni nulle nei lociWx-Al Wx-B1 e Wx-D1 | semi della nuova linea triplo mutante
mostrarono cariossidi con fenotip@xye con un basso contenuto di amilosio.

Recentemente il TILLING e stato utilizzato con g0 in frumento duro e tenero per modificare
caratteri di interesse, come le proprieta dell'an{iglade et al. 2005; Dong et al. 2009a; Uauy et al
2009; Sestili et al. 2010a; Botticella et al. 20Bbyina et al. 2013), la durezza della cariossieng

et al. 2009a) e la composizione della lignina (Raatal. 2012).
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Tabella 1.2.TILLING in frumento.

Dimensione Metodi di
Frequenza di
Specie della o Geni Bersaglio rivelamento degli Bibliografia
mutazioni
popolazione SNP
T. aestivuncv
10000 1/24 kb GBSSI LI-COR Slade et al. 2005
Express
T. durumcv
8000 1/40 kb GBSSI LI-COR Slade et al. 2005
Kronos
T. aestivuncv _ ) Digestione Cell
869 1/29 kb GBSSI, Pina, Pinb ~ Dong et al. 2009a
QAL2000 e gel d'agarosio
T. aestivuncv Digestione Cell
1168 1/33 kb GBSSI ~ Dong et al. 2009a
Ventura e gel d'agarosio
T. durumcv
4500 1/52 kb RCA-Al LI-COR Parry et al. 2009
Chaml
Phillips et al.
LI-COR
unpubl.;
T. aestivuncv GAO0x20; SSlla; Sestili et al.
4500 1/40 kb LI-COR
Cadenza SBElla 2010a;
Botticella et al.
HRM
2011
T. aestivum _ )
DigestioneCell
UC10414Gpc- 1536 1/38 kb SBElla,; WKS ) Uauy et al. 2009
e gel d’agarosio
B1/Yr36
. ] Uauy et al. 2009
T. durumcv SBElla, WKS; DigestioneCell
1368 1/51 kb; 1/68 ) Hazard et al.
Kronos SBEIIb e gel d’agarosio
2012
T. aestivuntv _ ) Sequenziamento )
630 1/13 Pina;Pinb _ Feiz al. 2009
Alpowa diretto
T. aestivuncv Fitzgerald et
4500 1/84 TaPFT1 Medoto sonda
Chara al.2010
T. PAL, HCT, DigestioneCell
1532 1/92 kb ~ Rawat et al. 2012
monococcum COMT1, GBSSI e gel d'agarosio
) Ppd-D1, Rubisco . ]
T. aestivuncv ] ) DigestioneCell
. . 2610 1/34; 1/47 kb activase A; Rubisco ) Chen et al. 2012
‘Jinmai 47 ) e gel d’agarosio
activase B
T. aestivuncy PAL, HCT, DigestioneCell .
518 1/22 kb ~ Gill et al. unpubl.
Jagger COMT1, GBSSI e gel d'agarosio
T. durum cv Bovina et al.
4000 1/47 kb SBElla HRM
Svevo 2014.
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1.8. La qualita del frumento

La qualita del frumento & un concetto complessaireste molteplici soggetti coinvolti nelle divers
fasi della filiera produttiva (agricoltori, societaementiere, industria molitoria, industria di
trasformazione e consumatori; Troccoli et al. 2000ltre, I'enorme varieta di prodotti derivatilda
frumento e la loro diffusione in paesi diversi, harprodotto come conseguenza la necessita di defini
la qualita in relazione allo specifico prodotto Ik goreferenze dei consumatori (Flagella 2006). La
qualita, quindi, si conferma un concetto dinamipoofondamente influenzato dalle innovazioni
tecnologiche e dalle abitudini alimentari. La gtéatlel frumento duro & determinata dalle carattehie
genetiche delle varieta e dalle condizioni ambieeid influenza direttamente la qualitd dei prodott
trasformati. L’aumento delle rese, il contenutoteiao, la qualita del glutine, I'indice di giallcelia
semola, la resa molitoria insieme alla resistengtiess biotici, sono sempre stati i principaliettovi

del miglioramento genetico del frumento duro. Ricentemente, il miglioramento delle caratteristiche
nutrizionali sta diventando sempre piu importantaasa della crescente attenzione dei consumatori d

tutto il mondo, in una societa ormai predominatanddattie correlate ad una cattiva alimentazione.
1.8.1. Qualita merceologica e tecnologica

La qualita tecnologica e strettamente correlata@uialita merceologica e considera la predispasézio
delle materie prime (granella e sfarinati) a supnecessi di trasformazione ottimali e standardizza

La qualitd merceologica é riferita alla granellaéedorrelata ai requisiti che riguardano i procesi
compravendita. Le variabili che maggiormente cormw a determinare la qualitd merceologica sono
influenzate prevalentemente dal contesto climatcodalle scelte colturali (varieta impiegata,
concimazione etc.), quindi dalla potenzialita é#ita produttiva (Flagella et al. 2006).

Le caratteristiche che determinano l'idoneita dahfento alla molitura in semola e alla successiva
trasformazione del prodotto finale sono la dimemsidella cariosside, il peso ettolitrico, il gradio
umiditd, il contenuto in ceneri, la presenza dnb@natura e volpatura, I'indice di giallo e il centito
proteico.

Per peso elettrolitico si intende il peso in chibbgmi di un ettolitro di frumento (kg/hl) ed & waitbre
estremamente significativo per giudicare il valorerceologico e commerciale del prodotto. Un elevato
peso ettolitrico € associato ad un’alta resa inod&ithe nel processo di molitura commerciale siragg
attorno al 65%-70% (Flagella et al. 2006).

La presenza di ceneri nella semola € indice diasnimazione da parte degli strati periferici della
cariosside ed in molti Paesi il limite massimo &bgito per legge. In Italia la legge stabilisceedh
semola deve avere un contenuto in ceneri inferadoe0,90% su 100 parti di sostanza secca (legge
580/67; D.M. 26/4/02). La legge definisce anchdimite per 'umidita della granella che non deve
superare il 14,50%.

Fenomeni come bianconatura e volpatura influenzaegativamente la resa in semola, la quale

rappresenta un carattere importante richiesto pebuwon livello merceologico del frumento. La
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bianconatura delle cariossidi si ha quando I'englmsp non € completamente vitreo ma presenta delle
zone a consistenza farinosa ed € causata da squiditte nutrizione azotata (Flagella 2006). La
tolleranza relativa alla percentuale di biancoregtantro la quale non si ricorre a detrazioni, |&208&0

e una partita di frumento é accettata qualoraldreanon superi il 40%. La volpatura, invece, cetesi

in macchie scure nell’embrione o in altre partiaebriosside ed e dovuta ad attacchi di patogesli q
Bipolaris spp. Cladosporiumspp. e daAlternaria spp, o da eventi biochimici che comportano la
produzione di acido ferulico in maturazione (Kaaale1988).

Un altro importante carattere qualitativo & rappnésto dall’indice di gialloXl, yellow Indekx (CIE
1986) della semola che deve avere un colore bigldavuto ad un elevato contenuto in carotenandi. |
particolare, nel frumento duro, sono presenti gp@mente pigmenti gialli come xantofille e caraten
(Ficco et al. 2014). Il relativo contenuto di quesimposti nella semola conferisce un colore giallo
brillate alla pasta gradito ai consumatori. L'inglidi giallo del frumento duro e dei prodotti detiya
non ¢é influenzato soltanto dalla biosintesi deotamoidi nella cariosside (Hentschel et al. 20@fil

et al. 2004) ma anche dalla loro degradazione delibprocesso di trasformazione. La degradazione é
dovuta principalmente ad enzimi ossidativi che soegponsabili del processo di sbiancamento e
scurimento che avviene durante la produzione dag@orrelli et al. 1999; Trono et al. 1999; Dexger
Marchylo 2000; Feillet et al. 2000; Hessler et@02). Il contenuto dei carotenoidi € considerato un
dei principali criteri per determinare il valoretriionale e commerciale dei prodotti a base digas
quindi la prevenzione dell'attivita lipossigenas&can importante obiettivo da perseguire.

Inoltre la semola, che in Italia per il 90 % é desth alla produzione di pasta alimentare, devegmtare

un elevato contenuto in glutine le cui carattestsi ne influenzano le proprieta reologiche e quindi
I'attitudine alla trasformazione. Il glutine é katione proteica piu abbondante e consiste in useeta
complessa di glutenine e gliadine. Questi due grdigmroteine differiscono sia nella struttura ctedle
proprieta in quanto le glutenine sono responsdekilia viscoelasticita del glutine, mentre le glrali
della sua plasticita e quindi dell’estensibilitigtiémpasti. In particolare, le caratteristiche lagpche

del glutine sono strettamente collegate alla gtamelle glutenine e alla presenza di determinate
subunita che migliorano I'elasticita e la forzal'@mpasto (Pogna et al. 1988). La frazione glutéan

si divide inHigh Molecular Weigh{HMW-GS) eLow Molecular Weight{LMW-GS). Quest'ultime
sono glutenine a basso peso molecolare e rappagseifattori determinanti della qualita delle séeno

di frumento duro. Proprio nel frumento duro soratesidentificate due varianti alleliche delle LMW-
GS, la variante LMW-1 e la variante LMW-2 che coemmtono piu subunita gluteniniche. Le varieta
che possiedono le LMW-2 risultano avere caratiehistqualitative (pastificabilita) superiori rispmt

alle varieta che contengono le LMW-1 (Pogna e1988).

1.8.2. Qualita nutrizionale

Il frumento ha un valore nutrizionale estremamemtportante in quanto € una delle specie
maggiormente coltivata come alimento di base eitocste la maggior fonte di carboidrati

nell’alimentazione umana (Shewry et al. 2009)ailgb consumo di alimenti derivati da farine o semol
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di frumento ne determina I'importanza anche commefali principi nutritivi rappresentati in minore
percentuale nella cariosside quali proteine, fibmégronutrienti e vitamine. E necessario inoltre
sottolineare che la relazione tra la compartimeotgzdella cariosside e dei suo costituenti (Figuga

e | processi di trasformazione che essa subisdéndaktria alimentare, influenzano fortemente il
profilo nutrizionale dei prodotti derivati. Vitangn sostanze antiossidanti, minerali e proteinéhadn
lisina sono presenti in percentuali apprezzabiligeeme e negli strati esterni della cariossidezifni
rimosse durante la molitura con un guadagno nellatabilitd e una perdita nel valore nutritivo dei
prodotti derivati. Tali considerazioni sono alcuiele ragioni alla base del rinnovato interesseiper
cereali integrali o whole grain. Il frumento, id, ed altri cereali sono alimenti di base peolggtazioni

di tutto il mondo e per questo motivo sono consitiareicoli ideali per fornire importanti nutrierdi
costi relativamente bassi. Attraverso il miglioranrte genetico, sfruttando la variazione naturale o
attraverso approcci non tradizionali come la mutage e la trasformazione genetica, € possibile

aumentare il valore nutrizionale delle varie speeigalicole (Shewry et al. 2012).

1.8.2.1. Proteine

Shewry e Halford (2002) hanno riportato che [I'appoiproteico derivato dai cereali, sia
nellalimentazione umana che animale, e circa #evsuperiore a quello derivato dai legumi,
caratterizzati da un contenuto proteico signifiGatiente maggiore. Una caratteristica negativa delle
proteine del frumento, e dei cereali piu in gereralrappresentata dalla carenza in alcuni ammiitioac
essenziali come la lisina ed il triptofano. La s&lae di varieta ricche in glutenine, proteine peve
lisina, ha avuto come conseguenza un ulteriore vepmento in questo amminoacido essenziale. Una
corretta valutazione del valore nutrizionale dplieteine di frumento deve considerare la misuiguin

la deficienza in lisina sia compensata attravelse fonti (Bailey e Clark 1976). Inoltre, I'apportdi
lisina derivante dal frumento e sufficiente pegségenze di un adulto, al contrario non lo & fembini
(Dewettinck et al. 2008). Diverse strategie vengatilzzate per aumentare il contenuto di ammindiaci
essenziali nei cereali come la modificazione dsfiguenza delle proteine, la produzione di proteine
sintetiche e l'alterazione delle vie biosintetici scopo di favorire 'accumulo degli amminoacidi
desiderati (Sun e Liu 2004).

1.8.2.2.  Lipidi

| cereali sono poveri in lipidi. La cariosside dirfhento e costituita da lipidi per una percentaial1,
5-2%. Il frumento € ricco in alcuni acidi grasssesziali per la dieta quali acido linoleico e liewico.
| lipidi polari, derivati dalla parete cellularessenzialmente glicolipidi e fosfolipidi, possonamtribuire
aridurre I'assorbimento del colesterolo ed in galeemigliorare I'ambiente del tratto digestivoenbre
(Sugawara e Miyazawa 2001). L'importanza dei lijpi€li prodotti derivati da frumento dipende dal tipo
di processamento adottato in fase molitonendlegrain vs farina). Recentemente la tecnologia

alimentare é orientata alla messa punta di nuarediee di processamento, sia nella fase molitdr&a c
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di impasto, adatte all'integrazione di frazionildetariosside, quali il germe e I'aleurone, ricéhe

costituenti minori quali i lipidi e alcuni micromignti.
1.8.2.3.  Vitamine, minerali e phytochemicals

A livello nutrizionale, le frazioni di crusca e gee derivate dalla molitura convenzionale, fornisctn
maggioranza dei composti biologicamente attivi algjranella. L'elevato valore nutrizionale e
salutistico & dovuto un elevato contenuto in vitaardel gruppo B (tiamina, niacina, riboflavina ettla
pantotenico), a minerali (selenio, calcio, magnegiotassio, fosforo, sodio e ferro), a composti
antiossidanti (composti fenolici, tocoli e carotehpe ad altri componenti (amminoacidi essenzali
fibre alimentari). La maggior parte di queste foazivengono rimosse durante la molitura con un
guadagno nella palatabilita ed una perdita nelreatoitritivo dei prodotti derivati. Tali consideraai
sono alcune delle ragioni alla base del rinnovateresse per i cereali integral

Nel programma europeo HEALTHGRAIN e stata analazatvariazione genetica di questi componenti
benefici per la salute in diverse varieta di frutoe(Bhewry e et al. 2012). | diversi composti sono
influenzati dalla componente ambientale ma mostemthe una componente ereditaria (Figura 1.4).
Questo permette, attraverso il miglioramento geoetli aumentare il valore nutrizionale del fruntent
(Shewry et al. 2012). Il frumento é inoltre unacdita fonte di biotina (10-10Q/100g) e di acido folico
(30-9Qug/100g). Essendo povero in lipidi esso tende aeregmovero in vitamine liposolubili quali, A,
D, e K ma contiene valori apprezzabili di vitamiBa(25 pg/g) (Dewettinck et al. 2008). Studi di
laboratorio hanno dimostrato che i cereali intégral colazione hanno un contenuto di antiossidanti
simile a quello di frutta e verdura (Miller et 2D00). Pur essendo presenti in piccole quantisiasae
bioattive quali i flavonoidi suscitano notevoledrasse da parte dei soggetti coinvolti nella primhez

di alimenti a base di frumento. | cereali sono timotonsiderati una discreta fonte di fitoestrogemi

particolare i lignani, che svolgono un ruolo diyiezione di alcuni tipi di cancro negli adulti.
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Figura 1.4.Influenza della varieta e della componente ambiersial contenuto di fibre ghytochemicalsBlu, varieta; rosso,
componente ambientale; verde, interazione genatgobiente; giallo, errore. Tratto da Shewry e W2@{L2).

1.8.2.4. I carboidrati nella cariosside

| carboidrati rappresentano la maggior componeria dyranella di frumento e possono essere
classificati in base alla loro dimensione moleamlaral grado di polimerizzazione, con ogni gruppo
suddiviso secondo il numero e la composizione diaumonosaccaridi. La classificazione include
zuccheri (monosaccaridi e disaccaridi), oligosadgamido (amilopectina ed amilosio) e polisacdari
non amidacei (NSmon-starch polysaccharidgd carboidrati possono anche essere suddivisase

al tipo di processamento che subiscono nell’appatigierente umano (Dewettick et al. 2008). L’amido
(non resistente) e gli zuccheri solubili vengongediti e assorbiti dalluomo. Al contrario le fibre
alimentari, che comprendono i NSP e gli oligosadgapresentano dei legami nella struttura dei
polisaccaridi e dei monosaccaridi diversi dal ghiopche li rendono completamente resistenti alla
digestione (Southgate 1991). Gli NSP, inoltre, gy classicamente suddivise in solubili e non
solubili.

L’amido, invece, in base alla caratteristiche rainali & stato definito come “glicemico” o “resste”.

Gli amidi “glicemici” sono quelli che vengono idintati a unita di glucosio nel tratto digestivo e
possono esser@apidly Digestible StarciRDS) o Slowly Digestible StarckSDS) Gli amidi RDS
vengono rapidamente idrolizzati a glucosio nelsiino tenue in circa 20 minuti e si trovano ini cib
appena cotti, come pane o patate, dove la roteirgrdnuli rende I'amido facilmente accessibile agl
enzimi digestivi. La categoria SDS comprende an@diui digestione dura tra i 20 e 110 min ed &
completa; essi si trovano nei cereali sotto formgrdnuli o come amido retrogradato (Sharma et al
2008).
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1.8.2.4.1. Le fibre alimentari

Le fibre alimentari hanno notevoli effetti per lalige, compresa la riduzione del rischio di madatti
cardiovascolari, migliorano la glicemia e la seitiséb al glucosio, aiutano il controllo del peso,
migliorano la salute intestinale e riducono il iigcdi alcune forme di cancro (Figura 2.2, Andersbn
al. 2009; Howarth et al. 2001; Slavin 2004). Nallete a base di cereali, come il frumento, questi
benefici sono associati con il consumo di prodatggrali, in cui sono conservati gli strati di sca
ricca di fibre. La farina integrale contiene il 18% di fibra rispetto al 3% della farina bianca. |
principali carboidrati che compongono la fibra @imare nei cereali sono polisaccaridi non amidacei
(NSP) delle parete cellulare, principalmente araxilani (AX) e 1-3,1-48-D—glucano f-glucani),
amido resistente (RS), oligosaccaridi, alcuni poledl amidi modificati. Le fibre alimentari non
vengono digerite ed assorbite nell'intestino temaearrivano intatte al colon dove vengono utilizzat
come substrato per la fermentazione batterica (&i@ub). Uno degli effetti benefici delle fibre & |
capacita di ridurre la risposta glicemica deglivanti in cui sono presenti. Infatti, cibi ricchi filbra
rilasciano lentamente il glucosio nel sangue, premdo dei disturbi come l'obesita ed il diabetgFa
1.5; Nugent 2005).

Le fibre alimentari, sono classicamente distintsatubili e non solubili, classificazione importarger
alcuni interessanti effetti fisiologici. Il frumeme ricco in fibre insolubili alle quali € statdrdiuito un
ruolo maggiore nella prevenzione e cura dellaistipsitologie correlate. Diversi studi hanno dirmetst
che tale effetto fisiologico € dose-dipendente atbeuto esclusivamente alla “presenza fisica” delle
fibre che determina un aumento della massa fecate\elocizza il transito intestinale (Aldoori ¢t a
1998). | NSP solubili e di tipo viscoso, preserdirselle materie prime o incorporati come ingretlien
sono in grado di ridurre il glucosio e la rispostaulinica post-prandiale. Questo effetto € dovuto
all'aumento di viscosita, che inibisce la miscetas e la diffusione nel tratto intestinale e ritatd
svuotamento gastrico. E stato dimostrato che wheione di viscosita delle fibre, ottenuta attraver
l'idrolisi acida, porta ad una perdita della loftieacia clinica (Riccardi et al.2004). Le fibrérabntari
presenti nei cereali influenzano I'assorbimente@dtihale di altri macronutrienti, come ad esempio i
lipidi, anche se non vi sono evidenze significasul’effetto negli esseri umanipkglucani dei cereali
mostrano un effetto di riduzione del colesterolbligidi plasmatici simile a quello di altri tipiidibre
solubili (Poli et al. 2008). Anche se, gli effebienefici per la salute nelle diete a base di cereal
potrebbero essere migliorati aumentando la peraéntli prodotti integrali, questa strategia e difi

da raggiungere per diversi motivi, tra cui la basseettabilitd per i consumatori, 'aumento deitces

gli effetti negativi sulla qualita della lavorazien

23



Whole grain intake |

(Viscosity/food structure) /

v

Dietary fibre (phytic acid) | SOOI | (o) Bioactive components |

7 fermentation
[; § / | | |
v v (Betaine) l l v

Gl l 1 ===»|  Insulin sensitivity T Homocysteine 1 Antioxidant/ Tumour
and/or |l anti- growth
] ! inflammatory T
3 v status
Satiety I Blood lipids |
Obesity 1 Type 2 diabetes l Cardiovascular diseases 1 Cancers 1

Figura 1.5. Meccanismi attraverso il quali i cereali integrpibteggono contro le principali malattie cronickad: Indice
glicemico; II: Indice insulinemico. Tratto da Bjorek al. (2012).

Una strategia alternativa € quella di selezionaméeta di frumento con alti livelli di fibra aliméare
nella farina, in particolare della frazione solal# cui quantita puo variare anche di due voltar@\ét
al. 2008). La recente identificazione dei geni cbdificano per la sintesi g-glucani nel frumento e
nell'orzo (Doblin et al. 2009; Nemeth et al. 2016jfre la possibilita di aumentare la loro sintesi

attraverso la creazione di piante transgeniche tagenizzate.

1.9. L’amido

L'amido € un carboidrato insolubile composto da pakmeri di glucosio, I'amilopectina e I'amilosio.
Nelle piante superiori, I'amido € sintetizzato méastidi di cellule di organi fotosintetici e noa,
rappresenta la principale fonte di energia stoaveggi organismi vegetali. Nelle foglie, una frazeodi
carbonio assimilata attraverso la fotosintesi, @seovata come amido nei cloroplasti invece di esser
convertita in glucosio per la traslocazione versssuti di crescita. Questo amido, chiamato transj
viene degradato durante la notte per fornire eaathe foglie e continuare la sintesi di saccar@&p
I'esportazione nel resto della pianta. Negli orgzon fotosintetici (ad esempio radici, tuberi e e
glucosio pud essere convertito in amido come eaedgiriserva in plastidi specializzati chiamati
amiloplasti. Questo amido di riserva viene mobdizzper sostenere, per esempio, le fasi di sviluppo
come la crescita della piantina dopo la geminazdaeieseme (Fincher 1989).

| semi dei cereali, i tuberi e semi di fagiolo sgdio sono costituiti per la maggior parte da amidei

2,5 miliardi di tonnellate di piante coltivate cenenti amido, raccolte annualmente (dati FAOSTAT
2009), I'amido viene utilizzato direttamente comananto, come mangime per animali o0 viene

utilizzato come materia prima rinnovabile dall'irefiia non alimentare. In particolare, I'amido € una
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materia prima importante per i biocarburanti dim@igenerazione a causa della relativa facilitaczon

puo essere convertito in zuccheri fermentabili ¢(8raD08).

1.9.1. Composizione chimica e struttura fisica dell’amido

Dal punto di vista chimico I'amido e un carboidratustituito da popolazioni di polimeri di D-glucosi
classificate in due categorie distinte, 'amilosidamilopectina, in base al grado di polimerizeoas
(DP) e alla frequenza delle ramificazioni. In gexbertutte le molecole di amido presentano
esclusivamente molecole di D-glucosio unite da fgigglucosidicia-1,4 e punti di ramificazione,
introdotti sulla struttura lineare, attraverso lega-1,6. Il termine amilosio € utilizzato per identdire
molecole caratterizzate da un basso grado di palirazione (DP) (< 3000) e con una frequenza di
ramificazioni inferiore all'l%. L’amilopectina comgnde molecole con DP > 5000 e un’elevata
frequenza di punti di ramificazione (3-4¥®ossmann e Lloyd 2000; Rahman et al. 2000; Bilbeell
2003; James et al. 2003; Tetlow et al. 2004). Quegb di classificazione, seppur consolidata, non
considera I'esistenza di molecole con carattehistimtermedie, il che ha portato a coniare nuove
definizioni qualiintermediate starclo apparent amyloseDiversi studi hanno indagato sulla variabilita
delle percentuali relative delle due classi di mole in frumento, includendo nelle analisi, specie
coltivate, selvatiche e progenitrici, e hanno cosal che I'amilosio rappresenta tra il 18 e il 35%
dell’amido totale mentre I'amilopectina rappresah€%-82% (Zeng et al. 1997, Mohammadkhani et
al. 1998; Stoddard e Sarker 2000). Il rapporto ttaivo amilosio-amilopectina & un fattore
determinante delle proprieta chimico-fisiche detlido. Le dimensioni e il numero di ramificazioni
delle molecole polimeriche rappresentano, in ultiamalisi, i fattori primari che determinano le
caratteristiche funzionali dell’amido.

Nell’amilopectina catene di glucosio di dimensianinori sono raggruppate in strutture definite
clusters i singoli cluster sono interconnessi attraverso uno scheletro pdteicostituito da catene
glucaniche di dimensioni maggiori. Nella nomenalatcassica (Peat et al. 1952) si distinguono eaten
di tipo “A”, non sostituite, e catene di tipo “Bbstituite. La macromolecola contiene anche unaoting
catena di tipo “C” caratterizzata da un gruppo c&hte libero (Figura 2.3a). Le catene di tipo Boson
ulteriormente suddivise in catene di tipo “Ba” ¢ere di tipo “Bb”, rispettivamente caratterizzatdial
presenza di almeno una sostituzione di una ca'ha tlalla sostituzione di sole catene “B” (Hizukur
e Maehara 1990). Le catene di tipo B sono inolassificate in base alla posizione assunta ris@tto
cluster. All'interno di ciascuna singola catena si distingo segmenti definiti “catene esterne” o “catene
interne” a seconda della posizione rispetto al@dntamificazione piu lontano dall’estremita rigunte.
Tutte le catene di tipo “A” sono catene esterneaiene “B” comprendono catene esterne ed interne;
l'insieme dei residui glucosidici da cui si svillpm i punti di ramificazione costituiscono tlatal

internal chaino core chain(Bertoft 1991; Yun e Matheson 1993).
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1.9.2. I granuli di amido

I granuli di amido sono stati definiti come un “maéle gerarchico” nel quale la struttura di urelio

di organizzazione determina la struttura del lwvedrganizzativo successivo (Myers et al. 2000). |
clusters(Figura 1.6a) rappresentano il livello inferioreqliesta organizzazione e sono costituiti dalle
catene esterne dell’amilopectina associate intateun doppia elica. Tali strutture sono semidtis&

e costituiscono I'unita ripetuta di 9 nm la cui ggaza € stata riscontrata in amidi di diversi (¥t

et al 2012). | clusters comprendono, inoltre, regioni di amilosio alternatle catene esterne
dell'amilopectina. Gruppi di 4-1@lusterssono organizzati a formare strutture di ordine sope,
chiamate “lamellae”, con spessore fino a 100 nmstkattura di livello superiore € costituita, ineec
da un assemblaggio a spirale deisterse responsabile di una stratificazione ordinataedelnellae,
definita “blockets” caratterizzata da uno spesdimre a 500 nm (Zeeman et al. 2010). Gli strati piu
esterni dei granuli sono costituiti da anelli camdei caratterizzati da spessore da 100 nm fidgara
(Figura 1.6b). E stata riportata la presenza dacaadiali interni ai granuli ed & stato ipotizaaihe tali
regioni possano essere essenziali in una semgatarioni alla base di importanti processi enzimat
fisici e chimici che coinvolgono I'amido (Gallartta. 1997; Huber e BeMiller 2000). Le specie presenti
nella tribu delleTriticeae, frumento, orzo e segale, presentano una distribezlwmodale di tali
strutture distinte in granuli di tipo A e granulitgho B (Figura 1.6% In frumento i primi hanno forma
ellissoidale e diametro da 15 a 3@, i secondi hanno forma sferica e diametro firidam. Le due
tipologie di granuli sono sintetizzate con tempiséi differenti durante il periodo di maturaziondale
cariosside. La sintesi dei granuli di tipo A haziaiquattro giorni dopo la fioritura (DPBays Post
Flowering e continua fino a venti giorni post antesi. Latasi dei granuli di tipo B ha inizio a dieci
giorni ed é interessata da un incremento signifioatenti giorni dopo I'antesi (Ao e Jane 2007) e3te
differenze sono considerate un fattore determinaatée dimensioni dei granuli e per I'organizzaso
strutturale di amilosio e amilopectina (Testerlel897). Le dimensioni, la forma e la distribuzahei
granuli hanno valori caratteristici per ciascuna&cép vegetale. In frumento i granuli di tipo A
rappresentano solo il 2-4% del numero di gran@gpnti nelll’endosperma maturo, comprendendo circa
il 75% in peso dell’'amido totale. Diversi studi mandimostrato l'influenza della distribuzione dei
granuli sulla funzionalita e le proprieta di pagtdell’amido (Chiotelli e Le Meste 2002; Liu et 2007;
Park et al. 2004; Sahlstrom et al. 2003; Ao e 20107; Zeng et al. 2014). La distribuzione dei glianu

in frumento e controllata da fattori genetici e denlali (Stoddard 2003).
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Figura 1.6. Composizione e struttura dei granuli di amidy).Rappresentazione schematica della struttura delbaectina
e dell'amilosio, modificata da Zeeman et al. (2019) Relazione tra i granuli di amido e la strutturl’dmilopectina, Zeeman
et al. (2010).€) Immagine al microscopio elettronico a scansiogiggdanuli di tipo A e di tipo B di frumento.

1.10. L'importanza dell’amido nell’'industria alimentare e non

Per lungo tempo il ruolo dell’amido nella qualitdi grodotti derivati da frumento & stato oscurattbed
peculiarita delle caratteristiche della frazionetpica del’endosperma, il glutine. Nell'ultimo wennio
fattori quali, l'acquisizione di nuove conoscenzall'mfluenza dellamido sulla qualita, il
riconoscimento dell’importanza della digeribilitaliamido in termini nutrizionali e la disponibiditdi
nuovi strumenti genetici per generare e analizzaredi “nuovi”’, hanno determinato una netta
accelerazione dell'attivita di studio e miglioranteedella frazione maggiore, in termini quantitatidi
farine e semole. La conoscenza della via biosoaetidella composizione chimico-fisica dell’amido e
alla base dello sviluppo di svariati amidi con tiaréstiche e funzionalita innovative e ineditei €brzi
maggiori sono stati compiuti nella manipolazionérdpporto amilosio-amilopectina (1:3 negli amidi
normali) con la produzione di amidi caratterizzigipercentuali di amilosio compresi in un interwall
da 0 fino al 70% dell’amido totale. Gli approcciliazati sono di vario tipo: dalla genetica diretta
inversa, con la ricerca di mutanti naturali o irij@ille nuove biotecnologie con la produzioneidngpe

trasformate.

1.11. Biosintesi delllamido

La biosintesi del’amido & una complessa via mdtedace comporta I'azione combinata di almeno
quattro classi di enzimi: ADP-glucosio pirofosfasl (AGPasi), amido sintasi (SS), enzimi di
ramificazione (SBE) ed enzimi di de-ramificazioneBE) (Figura 1.7). Le SS possono essere
ulteriormente suddivise nelle SS solubili e nelteido sintasi legate ai granuli (GBSS). L'amilosio e
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I'amilopectina vengono sintetizzati attraverso gathwaydistinti che condividono lo stesso substrato,
I’ADP-glucosio, che viene prodotto mediante unazie@e catalizzata dallAGPasi tra glucosio 1-
fosfato ed ATP. In seguito, il glucosio viene teagh dallADPG all’'estremita non riducente di una
catena glucosidica mediante un legarvie4 causando il rilascio di ATP. Questa reaziocatalizzata
da diverse classi di amido sintasi (SS) responsadila sintesi dell’'amilosio e dell’amilopectink.
polimero di amido esteso €, poi, ramificato medidatformazione di legami-1,6 dall’azione degli
enzimi di ramificazione (SBE) e ci sono forti evide per il coinvolgimento degli enzimi di
deramificazione nel formare la struttura finalel'detilopectina (Rahman et al. 2000). Una sola amido
sintasi, I'enzima GBSS, é responsabile della sidtlSamilosio. Le tre classi di enzimi SS, SBBBE

partecipano alla sintesi della complessa strutdatitamilopectina.
1.11.1. Sintesi del’ADP-glucosio

L’ADP-glucosio € il precursore per la sintesi dititui polimeri glucanici dell’'amido. L’adenosina 5’
difosfoglucosio pirofosforilasi (AGPasi) catalizieareazione di sintesi del’ADP-glucosio a partie
glucosio-1-fosfato (G1P) e ATP. Le AGPasi dellenpgasuperiori hanno una struttura tetramerica,
caratterizzata da due subunita catalitiche mag@®P-L) e due minori (AGP-S) codificate dai geni
Shrunken-2 e Brittle-2 (Okita 1992, Okita et al9@® In mais (Denyer 1996), riso (Sikka 2001), orzo
(Thorbjornsen 1996) e frumento (Burton et al. 200#)o presenti sia un’isoforma plastidiale che una
citosolica. Nell'endosperma dei cereali I'isoforitosolica rappresenta l'isoforma maggiore (Burton
et al. 2002).
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Figura 1.7. Schema generale della biosintesi dell'lamido neflesperma dei cereali. Tratto da Blennow et al. 201
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Le due isoforme sono codificate da gruppi di géffiedenti; cio € stato confermato attraverso I'asial

di un mutante di orzo privo delle subunita mincellad AGPasi citosolica ma che conserva le subunita
minori dell'isoforma plastidiale (Johnson et al.03). La disponibilitd di mutanti caratterizzati ldal
mancanza delle subunita citoplasmatiche in maiai(@dNelson 1966) e in orzo (Johnson et al. 2003)
ha suggerito che il flusso primario della sintedi’dmido avviene a carico del’AGPasi citoplasmati
Tali mutanti,bt2 e sh2in mais eRis@ 16in orzo, presentano infatti un basso contenutondda in
accordo con l'ipotesi che attribuisce un ruolo @iim all'isoforma citoplasmatica. Le AGPasi sono
soggette a diversi meccanismi di regolazione dldivgenico, attraverso la duplicazione dei genae |
modulazione dell'espressione, e a livello proteiticaverso regolazione allosterica, modificazicostp

tradizionali e compartimentazione.

1.11.2. Sintesi dell’amilosio

L’enzima GBSS é stato identificato come I'amidaasn deputata alla sintesi dell’amilosio nei pldisti
Questo enzima é localizzato principalmente allinbedei granuli di amido e, in misura minore, adeso
alla loro superficie. In tutti gli organismi vegktda mancanza di questo enzima e stato assomibite
fenotipo caratterizzato da livelli di amilosio diaamente ridotti. Nei cereali, I'aggettivwaxy é
utilizzato per descrivere l'aspetto ceroso delleiossidi prive di amilosio. Sia nelle piante
monocotiledoni che dicotiledoni esistono due clds§$BSS, una espressa nell'endosperma (GBSSI) e
un'altra negli altri tessuti della pianta (GBSS(Nakamura et al. 1998; Edwards et al. 2002). Nel
frumento esaploide esistono tre isoenzimi GBSShtterizzati da diversa mobilita elettroforetica su
gel SDS, codificati da 3 gemx-Al Wx-D1, WxB1localizzati rispettivamente sui bracci corti dei
cromosomi 7A e 7D e sul braccio lungo del cromosddrisultato di una traslocazione dal braccio
corto del cromosoma 7B) (Chao 1989; Miura 1994; daori 1994). Nel frumento duro tetraploide
sono presenti solo le due proteimaxy Wx-Al e Wx-B1 che in SDS-PAGE presentano una nitabil
elettroforetica identica a quelle corrispondenéiganti in frumento tenero. L'inattivazione di undio
due di questi geni omeologhi risulta nella prodogidli linee parzialivaxy (Graybosch 1998) le quali
posSsono essere incrociate per ottenere un gerpai@le o completamenteaxysia in frumento tenero
che in frumento duro (Graybosch 1998; Lafiandrale2010). Le linee completamenit&axy sono
caratterizzate da un amido con un bassissimo cotwtedi amilosio (0-2%) e con caratteristiche
funzionali profondamente diverse dai genotipi we atbeterminano la possibilita di nuovi usi e
applicazioni degli amidi di frumento. Miura et #1994) determinarono i differenti effetti delle tre
isoforme delle proteineraxysul contenuto di amilosio e mostrarono che il nnaggeffetto veniva dato
dell’allele Wx-B1 La sovra-espressione di questo allele in fruméot@ non causa, pero, incrementi
nel contenuto di amilosio (Sestili et al. 2012)lifdorfismi ai loci waxy; in frumento duro e tenero e i
loro effetti nel contenuto di amilosio, furono stdlda Yamamori et al. (2009) che identificarotiela
associati con un ridotto o maggiore contenuto diasio. Diversi tentativi sono stati fatti per celare

i polimorfismi nei geniwaxyal contenuto di amilosio. La varieitgddica di riso possiede I'allelavaxy
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Wxa e presenta, rispetto alla varigeponica che possiede l'allel&®/xkh un contenuto di amilosio
nell’endosperma maggiore. Il diverso contenutandii@sio € dovuto alla capacita delle varieta véxa

di produrre pit enzima GBSS (Sano 1984; Umemotd. &002).

Studi biochimici hanno dimostrato che I'enzima GBS$irocessivo” (si lega al substrato e aggiunge
nuovi residui alla stessa catena) piuttosto chstridutivo” (distribuisce nuovi residui su differten
catene) nelle catene crescenti di amilosio (Deeyal. 1999a). Si € ipotizzato che I'enzima GBSS
agisca negli spazi interstiziali del granulo, imseto 'amilosio direttamente nella matrice dellgioae
amorfa tra le zone cristalline del’amilopectindattivita di questa proteina & stimolata dalla preza

di piccole catene di malto-oligosaccaridi che agiccome molecole di innesco per I'allungamento
(Denyer et al. 1999a). E stato anche riportato lemilopectina potrebbe stimolare I'attivita delle
GBSS, suggerendo 'importanza della matrice dengjissulla funzionalita dell’enzima (Denyer et al.
1999b). Oltre al loro ruolo nella sintesi dell'agslo, ci sono numerose evidenze che indicano che le
isoforme GBSS contribuiscono alla sintesi dell'apéctina attraverso I'allungamento delle catene
esterne piu lunghe (Yao e Jane 2002; Tetlow 2004)presenza di rari punti di ramificazione
nell'amilosio indica che probabilmente, uno deglkini di ramificazione presente nei granuli, possa
catalizzare questa reazione. Altre amido sintasnecle SSI e SSllI, potrebbero giocare un ruolaanell

sintesi dell’amilosio.

1.11.3. Sintesi dell'amilopectina

La sintesi dell’amilopectina richiede almeno dieeferme di amido sintasi (SSI, SSlI, SSllI, SSIV),
due tipi di enzimi di ramificazione (SBEI, SBEI @lmeno un enzima di deramificazione (isoamilasi).
Attraverso diversi approcci sono stati prodotti gfgn mutanti per ciascuna classe di SS. Il quadro
generale che emerge dagli studi di tali mutantienkia che ciascun enzima e responsabile delkessint
di polimeri glucanici di dimensioni specifiche @lferno della struttura dell’amilopectina. Inoltie,
studio di amidiwaxyha generato l'ipotesi di un coinvolgimento defieforme GBSS nella sintesi delle
catene lunghe dellamilopectina che legano divekssterstra loro (Yoo e Jane 2002a; Yoo e Jane
2002b). La soppressione del g&fprovoca piccoli cambiamenti nel contenuto di amida,profondi
cambiamenti nella struttura dell’amilopectina, ddminuzione delle catene corte. Sulla base di fécen
lavori (Delvalle et al. 2005; Fujita et al. 2006cMaugh et al. 2014) si puo ipotizzare che le amido
sintasi SSI hanno un ruolo nella sintesi delleratd e B1 dell’amilopectina e siano implicate nella
formazione di catene corte. La mancanza degli drdiiciasse Il ha effetti maggiori sia sul contemut
di amido che sulla sua struttura, provocando unandizione delle catene di lunghezza intermedia
nellamilopectina. La soppressione delle amidoagn&SiIIl porta ad una diminuzione marginale nel
contenuto di amido ed una diminuzione nella propoe di catene lunghe nell’amilopectina, e per
guesta ragione é stato proposto un ruolo nellasidelle catene lunghe. In organismi poliploidine

il frumento, la situazione é piu complessa perésenza di differenti isoforme per lo stesso enzdma

ogni genoma.
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1.11.3.1. Le amido sintasi di classe | (SSI)

In frumento tenero la proteina SGP-3 & codificatatr@ geniSSllocalizzati sul braccio corto del
cromosoma 7. Un singolo locus omeologo é presentéascun genoma (Li et al. 1999). In frumento
I'espressione del ger&Slinizia a 3 DPF, raggiunge il picco a 10 DPF e daech bassi livelli a partire
da 20 DPF (Li et al. 1999). Il gen8Sl é stato identificato in numerosi organismi vegetali
L'identificazione e lo studio di mutanti difettiyier I'enzima SSI irArabidopsig(Delvalle et al. 2005)

e in riso (Fujita et aR006) ha rivelato che I'enzima & principalmentieolto nella sintesi delle catene
corte delllamilopectina (DP 8-12). Questa funzi@nstata recentemente confermata in frumento da
McMaugh et al. (2014). In questo studio, attravétBiAi, si sono ottenute linee transgeniche sileezia
per il gene SSI che mostrano un’amilopectina canraaggiore frequenza di catene molto corte (DP 6-
7), una percentuale inferiore di catene corte (EHR)8e piu catene intermedie (DP 13-20) rispeti® al
linee di controllo. Inoltre, le linee silenziate stiano un contenuto di amilosio leggermente piag, alt
una morfologia dei granuli diversa e una minor pataale di granuli di tipo B. Il cambiamento della
struttura fine dell’amido nelle linee SSI sileneiatltera la temperatura di gelatinizzazione, adanken

capacita di rigonfiamento e la viscosita dell’'amido

1.11.3.2. Le amido sintasi di classe Il (SSIlI)

In riso sono stati individuati tre geni codificalgiamido sintasi di classe Il (Jiang et2004; Hirose e
Terao 2004) caratterizzati da espressione spaziparle differenziale. In mais sono state iderdific
due proteine SSII: I'SSlla espressa prevalentenmegitendosperma e I'SSlIb espressa in foglia (Harn
et al. 1998; Imparl-Radosevich 1999). In frumesettré proteine associate ai granuli di amido, digscr
come SGP-1 (Yamamori e Endo 1996), appartengomoctdsse SSlI; le sequenze geniche dei tre
isoenzimi hanno un’elevata omologia co83lladi mais (Li et al. 1999). Nella fase iniziale dello
sviluppo dell’endosperma, le proteine SSlla di femmi@ sono localizzate sia nella frazione solulile ¢
legate ai granuli mentre nella cariosside matuteogano principalmente all'interno dei granuli (&t

al. 1999). In frumento le tre proteine SGP-1, (S&R-SGP-B1 e SGP-D1) sono codificate da tre geni
distinti, localizzati sui bracci corti dei cromosor, 7B e 7D (Li et al. 1999). L'isoforma SSllaogia

un ruolo importante nella sintesi dell’amido nalit®sperma dei cereali. Nel mutantg-5 di pisello

la mancanza dellenzim&Sllaé stata associata ad una diminuzione nel contegiutomido, un
incremento nel contenuto di amilosio e all’alteomd della morfologia dei granuli e della struttura
dell’'amilopectina (Craig et al. 1998). In frumersimno state identificati e caratterizzati genotipripi
ciascuna delle tre proteine SGP-1 (Yamamori eR@DO0). || mutante triplo nullo, ottenuto mediante
I'incrocio dei tre mutanti singoli nulli, mostra redteristiche simili al mutanteug-5 di pisello
(Yamamori et al. 2000). Yamamori et £2000) e Lafiandra et a{2010) hanno descritto genotipi di
frumentoSSII nullicaratterizzati da significativi incrementi di aosio e nuove proprieta viscoelastiche,
rispettivamente in frumento tenero e duro. In demo stati individuati i siti catalitici e di legam
dellenzima SSII (Umemoto et al. 2004; Umemoto ekiAg005). Due SNP Single Nucleotide
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Polymorphisn presenti nella regione C-terminale del g&®dlaprovocano la perdita sia dell'attivita
catalitica che della capacita di legare i grarualiorzo il mutantenullo SSllg sex6 ha caratteristiche
simili al mutanterug5di pisello con un incremento nel contenuto di asiddsuperiore al 70%) e basse
rese di amido (Morell et al. 2003). In mais il mitsugary-2 che presenta una lesione nel g8&dia
mostra un alto contenuto di amilosio, temperatuigethtinizzazione ridotta, morfologia dei granaili

distribuzione della lunghezza delle catene di apaittina alterate (Zhang et al. 2004).

1.11.3.3. Le amido sintasi di classe Il (SSlII)

Il mutantedull di mais (Gao eal. 1998), caratterizzato dall’'assenza dell'attivdell’enzima SSlll, ha
fornito indicazione importanti sul ruolo dell’SShklla biosintesi dell’amido. I mutanthull presenta
un leggero abbassamento del contenuto di amide, ilrcremento del contenuto di amilosio e dei punti
di ramificazione e, soprattutto, la comparsa dinmava classe di polimeri glucanici con carattatiet
intermedie tra amilosio e amilopectina, definiteermediate starch.

Studi precedenti su piante transgeniche di patatayi il geneSSlll é stato silenziato da solo o in
combinazione cors8SIl hanno evidenziato che la sottoregolazione diaembi gli enzimi altera la
struttura dei granuli e la lunghezza delle catenandlopectina, diminuendo la porzione di catene
lunghe. Li et al. (2012) hanno dimostrato che lisxa&di deramificazion&SA2e SSlliI lavorare in modo
coordinato per reprimere |'accumulo di fitoglicogenoltre, mutazioni in questo gene in mais rido e
orzo, hanno dimostrato un possibile ruolo nellantoelell’amilosio (Li et al. 2011).

In frumento sono stati isolati e caratterizzatengcodificanti per le tre isoforme SSliI e locakii sul

cromosoma 1 (Li et aR000).

1.11.3.4. Le amido sintasi di classe IV (SSIV)

Roldan et al(2007) hanno analizzato due mutanthdabidopsiscaratterizzati dall’'assenza dell’enzima
SSIV. | risultati di tale studio non hanno evidertai cambiamenti significativi nella struttura
dell’amilopectina. Il rapporto amilosio/amilopedire il contenuto di amido totale non sono risultati
alterati. Inoltre non sono stati osservati effpt@iotropici sull’espressioni delle altre classi. $fiesti
dati hanno suggerito un ruolo alternativo all'atilamento delle catene glucaniche dell’amilopectara p
la classe SSIV. La riduzione nel numero dei graradsociata all'accresciuta dimensione degli stessi
riscontrata nel mutani&tss4 ha portato ad avanzare I'ipotesi cheAmbidopsis!'enzima SSIV possa
essere responsabile del controllo della sintesicdaletto numero di granuli nel cloroplasto. SSIV
potrebbe essere coinvolto m@Elming o innesco della sintesi della struttura semictisial In frumento

e stato isolato e caratterizzato il gene codifiegrer I'enzima SSIV localizzato sul braccio lungs d
cromosomi omeologhi del gruppo 1 (Leterier et AD&). La presenza dei geni codificanti per le ¢lass
di enzimi SSIV e SSIII sul cromosoma 1, a differenizl SSIl e GBSSI localizzati sul cromosoma 7,

ha suggerito che i due gruppi di SS potrebberosaguito un percorso evolutivo differente. Tale@so
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e stata avvalorata dallo studio delle sequenze agauidiche e, in particolare, delle regioni conatey

dei due gruppi di SS. In ruolo di questi enzimifriimento non € ancora chiaro (Tetlow 2011).

1.11.3.5. Gli enzimi di ramificazione di classe | (SBEI)

Gli enzimi di ramificazione dell'amido (SBEtarch Branching Enzymesono trans-glicosilasi che
catalizzano la formazione dei punti di ramificadoattraverso la formazione di legamil,6. Il
meccanismo di azione di tali enzimi consiste di fhs la scissione di un legamel,4 in un polimero
glucanico lineare; il trasferimento del frammentocgnico e la formazione di un legame glicosidico
con il gruppo ossidrilico di un C6 di una nuovaerst di glucosio. In base alla sequenza amminoacidic
N-terminale ed alle proprieta immunologiche, glzieni di ramificazione SBE sono stati divisi in due
classi, SBEI e SBEIl (Burton et.al995). Nelle monocotiledoni la clasS8EIll include due geni,
chiamati rispettivament8BEllae SBEIIh In frumento i loci omeologhi dei geBBEIsono localizzati
all'estremita distale dei cromosomi 7A, 7B e 7D.flamento le proteine codificate dai geBBEI
possono essere separate mediante elettroforesiematurante e c¢’é una considerevole eterogenaita tr
i frumenti nella mobilita elettroforetica (Morelt @l.1997; Regina et al. 2004). @hinese Spring
varieta di frumento di riferimento, sono presenig ¢gorodotti del genoma D ed un proteina per ciascun
dei genomi A e B (Morell et all997). | trascritti dei ger$BEIsono soggetti a meccanismiggilicing
alternativo del mRNA (Béga et al. 1999). E statatigzato che i due prodotti del genoma D possano
essere il risultato di un meccanismagiicingalternativo. Peng et.g2000) hanno descritto gli enzimi

di ramificazione di tipo SBEIc caratterizzati da alto peso molecolare e preferenzialmente legati ai
granuli di tipo A, chiamati SGP-140 e-145 (Pen@le2000; Baga et al. 2000). | mutaBBEIsono
stati isolati in numerose specie, incluse maisyBl&t al. 2002), riso (Satoh et al. 2003) e pdththling

et al. 1999). A questi mutanti non é stato pero@ato alcun fenotipo particolare dell’amido dietiga;
solo in un mutante di riso sono stati riportati bdmmenti nella distribuzione delle catene di
amilopectina (Satoh et al. 2003). In frumento éastgenerata, attraverso l'incrocio con gli allalilin

dei tre genomi, una linea con un ridotto livelloSBEI (inferiore all’1%); anche in questo caso @on
stato riscontrato nessun cambiamento nella steutiunella funzionalita dell'amido della linea tapl
nulli SBEI (Regina et al. 2004). | dati disponibili aggpsuggeriscono che gli enzimi SBEI hanno un
ruolo nella regolamentazione degli altri enzimi SBEetlow 2011) e gli effetti di una loro sotto-
regolazione possono essere osservati solo in pianédterizzate dalla mancanza di almeno una delle
due isoforme SBEII (Yao et al. 2004).

1.11.3.6. Gli enzimi di ramificazione di classe Il (SBEII&BEIIb)

Il ruolo dei geniSBEIllae SBEIIbé stato ampiamente studiato nei cereali grazimdiViduazione di
mutanti naturali e attraverso la produzione di f#anutagenizzate e transgeniche. In mais il mutante
ae (amylose extendgrcaratterizzato da una lesione nel g&REIIQ presenta un fenotipo con un

elevato contenuto di amilosio (>50%) (Stinard etl@93); una mutazione deleteria a carico del gene
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SBEllaproduce un fenotipo con contenuto elevato di andlivsfoglia ma non nell’endosperma (Blauth
et al. 2001). In riso I'elevato contenuto di amio$30-35%) riscontrato in alcuni mutanti e stato
associato a mutazioni presenti negli omoeologhgdeiSBEIIb(Mizuno et al. 1993; Nishi et al. 2001).
In frumento i geniSBEllae SBEIlIbsono localizzati sul braccio corto dei cromosomieofoghi del
gruppo 2 (Nair et al. 1997; Rahmarakt2001; Regina et al. 2005). Un’analisi dei gemologniSBEIlla
nel frumento esaploide ha rilevato che il genoma B piu divergente rispetto al genoma A e D.
(Botticella et al. 2012). In frumento il profilo éspressione dei due geBEla e BEIIb é risultato
differente rispetto agli altri cereali. In mais @et al. 1997) e riso (Yamanouchi e Nakamura 1992)
gene BEIIb é lisoforma predominante nell’endosperma, al cairin frumento il gene BElla
espresso a livelli 3-4 volte superiori rispett@BEIIb. Regina et ak2006) hanno osservato che in tutte
le piante transgeniche, ottenute con la tecnoldgiBRNAI, il silenziamento del geneBElla provoca,
anche, la perdita di espressione del glBEIB. Le analisi dei messaggeri hanno mostrato cheNAR
dei geni BElla era fortemente ridotto, mentre I'espressione dabg®EIlIb non variava, indicando
che la soppressione dell'attivita di SBEIIb possseee dovuto ad un meccanismo di regolazione post-
trascrizionale (Regina et al. 2006). | g&BEllae SBEIlIbhanno quindi funzioni sovrapposte nella
biosintesi dell'amido e differiscono per I'espress differenziale nelle diverse specie di cer€aliesta
tesi e stata confermata dal Sestili et al. (20TBle)hanno riscontrato la presenza del trascrittgetee
SBEIlIbin linee di frumento duro trasformate con un cdstriRNAI per il silenziamento del gene
SBElla. L'analisi proteomica di queste linee confrontaten gbrispettivo wt ha mostrato 28 spot
differenzialmente espressi di cui la maggior pariplicati direttamente nella sintesi dell’amido. Le
proteine SBEI risultano sovra-accumulate e cambminelativi all’'accumulo sono stati trovati anche
per le proteine SSIl, GBSS e le fosforilasi (Sestilal. 2012). In orzo, il silenziamento di tutgeni
che codifica per le isoforme SBE ha dimostratoaehe i genEBElinsieme ai gentBEllae SBEIIb
giocano un ruolo importante nella sintesi dell’apéctina (Carciofi et al. 2012). Tetlow et al. (8D0
hanno dimostrato la formazione di complessi pratgiroteina tra le isoforme SSI, SSII e SBEII
implicati nella sintesi dell’amilopectina. Hannooposto un modello basato sulla formazione di un
complesso proteico dipendente dalla fosforilazialme le chinasi proteiche e le fosforilasi hanno u
ruolo importante, o per la formazione del complesgeer I'attivazione e la disattivazione enzimatica
regolando l'attivita degli enzimi coinvolti nellantesi dell’amilopectina. L'assenza di una protaieh
complesso potrebbe produrre un effetto a cascatdtiguproteine, modulando il loro accumulo nel

granulo.

1.11.3.7. Gli enzimi di deramificazione

Nelle piante esistono due famiglie di DBE, le isdasi e le pullulanasi. Entrambi idrolizzano i lega
a-1,6 ma differiscono nella specificita per il subgb. Il tipo isoamilasi idrolizza il legame-1,6
dell’amilopectina denaturata, del glicogeno e deiwhti amilolitici (destrine), mentre il tipo pulanasi

attacca le ramificazioni del polimero costituitowdata ripetute di maltotriosi (unite mediante lega-
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1,6) e delle destrine. La scoperta del coinvolgitmelelle isoamilasi nella sintesi del’'amido e awta
grazie all'identificazione del mutanseigary-1di mais, ottenuto mediante un approccid thnsposon
Tagging (James et al. 1995). Nel mutargagary-1la sintesi dell’amilopectina & sostanzialmente
sostituita da un polimero non cristallino altameramnificato, noto come fitoglicogeno. L'importanza
del ruolo delle isoamilasi nella sintesi di amidstata in seguito confermata in un’ampia varieta di
specie, tra cuiChlamydomonagMouille et al 1996), riso (Kubo et al1999; Fujita et al2003),
Arabidopsis(Zeeman et al. 1998) ed orzo (Burton et al. 200Ra)disponibilita dell'intera sequenza
del genoma dArabidopsisha permesso l'identificazione di tre geni di tigoamilasi ed uno di tipo
pullulanasi AtISA1 AtISA2 AtISA3e AtPU1 (Delatte et al. 2005; Wattebled et al. 2005). Lancaaza
delle proteine AtISA1 o AtISA2 o di entrambi é statssociata ad un fenotipo con basso contenuto di
amido e accumuli elevati di fitoglicogeno (Delagteal. 2005). Il silenziamento di isoamilasi ingdat
ottenuto con la tecnica del’lRNA antisenso, ha itordati utili alla comprensione del ruolo di guest
enzimi. L’effetto principale riscontrato e statadtumulo di grandi quantita di granuli piccoli riegl
amiloplasti rispetto ai tuberi normali: e stato,ingli, ipotizzato che Iisoamilasi € necessaria per
convertire la “preamilopectina” in un polimero inago di cristallizzare sul granulo di amido naseent
(Bustos et al. 2004). Particolarmente interessamtgjanto membro dellEriticeae(come il frumento),

e il lavoro in orzo (Burton et al. 2002) in cui sostati individuati mutanti naturasiugary-1(su-1J
caratterizzati dalla contemporanea presenza déti@oristallino e del fitoglicogeno, gia identificain
mais e patata; inoltre, & stato verificato un in@ato nel numero dei granuli irregolari nella forma
con dimensioni intermedie rispetto ai granuli AiBidi delle Triticeae. L'ipotesi di Burton & che
'assenza dell'isoamilasi determini una maggioracamtrazione di glucani in grado di cristallizzare
quindi di formare i granuli. La presenza delle redasi limiterebbe il numero di eventi di nucleazgo

e quindi, in un secondo momento, inibirebbe laesindi fitoglicogeno. L’introduzione nel mutante di
risosugary-1di un gene che codifica per un’isoamilasi di frutegma generato il ripristino della sintesi
dellamido: i livelli di fitoglicogeno residui soneoisultati inversamente proporzionali al livello di
espressione della proteina eterologa introdottamitio delle linee transgeniche, osservato al
microscopio elettronico a scansione (SEM), mostmaincremento dei granuli piccoli con forma
irregolare e granuli grandi con contorno meno kiggiibile rispetto al mutantsugary-1(Kubo et al.
2005; Bustos et al. 2004). In frumento i geni cloglificano per isoamilasi sono stati isolati e
caratterizzati (Genschel et al. 2002; Rahman @0&I3), ma non sono stati identificati mutanti iresti
geni. E stata dimostrata I'espressione nellendwspedi una seconda categoria di enzimi di
deramificazione: le pullulanasi o destrinasi limtd). Stahl et al. (2004) hanno dimostrato che, in
orzo, un aumento dell'attivita di LD, ottenuta atterso il silenziamento genico dell'inibitore spec
LDI, ha provocato profondi cambiamenti nella distidione dei granuli. L'osservazione che il periodo
di espressione dei geni LD e LDI coincide con figeéo di formazione dei granuli B, supporta l'ipsite
del coinvolgimento di questa classe di enzimi nefleonda ondata di formazione dei granuli. Le httua

conoscenze disponibili sul ruolo degli enzimi drataificazione nella sintesi dell’amido li rendono
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interessanti nella prospettiva di modificare le @irsioni dei granuli di amido o il rapporto tra giin

A/B nelle Triticeae

1.11.3.8. Il ruolo di altri geni nella sintesi dell'amido

Dall’'osservazione di altri sistemi numerose alfigssi di geni sembrano essere coinvolte nellasinte
dell'amido. Per esempio, iBhlamydomonas reinhardtiieliminazione dell’espressione del D-enzima
(disproportionating-enzymeausa una forte riduzione della sintesi di anfidolleoni et al. 1999a, b);
mentre I'alterazione dell’attivita di questo enzimelle foglie diArabidopsisnon ha nessun impatto
sulla sintesi dell’lamido (Critchley et al. 2001).flumento il ruolo di questi enzimi deve esserecaa
essere ben definito (Bresolin et &005). Un altro enzima con potenziale ruolo ndliatesi e
degradazione dell'amido & un’amido fosforilasifrinmento sono state identificate almeno 3 fosferila
probabilmente implicate nella sintesi dell’amidaiediorme citosoliche ed una plastidiale (Schupp e
Ziegler 2004). Le forme citosoliche sono espressarte la germinazione del seme, cio ha lasciato
ipotizzare un loro ruolo nella degradazione dell@on L'altra forma & espressa nell’endosperma ma
non é stato ancora definito se ha un ruolo nefitesi o nella degradazione dell’amido. Le proteine
appartenenti alla famiglia GWIB{ucan Water Dikinage meglio conosciute come R1, hanno, un ruolo
nella fosforilazione dell’amido in patata sia irgha che nel tubero e sembrano far parte del ses@m
degradazione dell’'amido (Ritte et al. 2002; Miklesiset al. 2004). Il silenziamento di questi gemi, i
frumento, porta ad una diminuzione del contenutandido fosforilato ed un aumento nella dimensione
dei semi (Ral et al. 2012).

1.11.4. Produzione ed interesse negli amidi a basso contdoudi amilosio

A causa della loro diversa composizione chimicdaimewaxyo parzialmentevaxy, caratterizzate da
bassi contenuti di amilosio, hanno caratteristitimzionali utili che ne hanno incoraggiato lo spihw
commerciale. Lafiandra et al. (2010) hanno mostramle farinavaxyhanno una maggiore resistenza
alla retrogradazione se paragonati alle farine aéirmh’elevata capacita di assorbimento di acqua e
l'incapacita di retrogradare delle farimeaxy, rappresentano caratteristiche utili per miglierde
conservabilita di alcune tipologie di prodotti. teirogradazione dell’amido e considerata la prialeip
causa dell'invecchiamento o raffermamento del pgheng-lten 1999). Morita et al. (2002) hanno
analizzato I'effetto dell'incorporazione di farimeaxysulle caratteristiche qualitative e di conservtbil
del pane. Gli autori hanno riportato che la soziine del 40% di farinezaxyrisulta in un pane con un
maggiore volume e una migliore conservabil#éaljing ritardato). Inoltre, la crosta ha una migliore
capacita di ritenzione dell’'acqua, risulta piu &adf viscosa e glutinosa. Linee di frumentaxyparziali
sono risultate adatte alla produzione di "nood(epaghetti orientali prodotti col frumento tenedbd)
gualita superiore (Yamamori et al. 1992; Miuraletl894). La stabilita degli amidiaxy, dovuta allo
scarso grado di retrogradazione, sta recentemastiando interesse per la possibilita di aumenégare

conservabilita dei prodotti surgelati. La mancadzamilosio determina infatti un minore grado di
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sineresi nei prodotti surgelati (Reddy e Seib 200@naux et al. (2005) hanno utilizzato la senada
genotipiwaxytotali e parziali di frumento duro per studiareffétto degli alleliwaxysulla qualita della
pasta. Gli spaghetti ottenuti dalla semataxyrisultano essere piu collosi rispetto alla pastaiptta
dai frumenti duri tradizionali, caratteristica chen coincide con le esigenze dei consumatori che
preferiscono la pasta cosiddetta “al dente” (Vignatial. 2005; Gianibelli et al. 2005). Le propaiet
pastificatorie delle semolwaxy parziali risultano essere simili a quelle dei fami duri normali,
indicando che la presenza di un singolo aledxyé sufficiente per produrre frumento con proprieta
ottimali per la produzione di pasta.

La granellawaxy puo essere utilizzata anche nell'industria margfica, essendo I'amido costituito
quasi esclusivamente di amilopectina, componeiéeneahte digeribile. Numerose sono le possibilita
di applicazione dei frumentvaxyper scopi non alimentari. Ad esempio un’applicagié nell'industria
degli adesivi, in particolare per la produziondaletichette delle bottiglie, che devono resistateina
elevata umidita (viene in questo caso sfruttata clpacita di assorbire l'acqua da parte
dell’amilopectina). Un ulteriore uso possibile dl'melustria cartaria; la carta proveniente da amid
ricchi di amilopectina risulta essere maggiormengigistente e con una migliore qualita di stampa.
Infine, in frumento, Il rapporto amilosio/amilopétw € uno dei parametri che influiscono sull'idsili
dell’'amido e i processi di fermentazione. L'amigtaxyrisulta piu adatto per la produzione di etanolo
(Gago et al. 2014).

1.11.5. Produzione ed interesse negli amidi ad alto contetmdi amilosio

Amidi di frumento ad alto contenuto di amilosio emtati principalmente prodotti intervenendo su due
classi di enzimi coinvolti nella sintesi dellamilectina: gli enzimi di ramificazione SBE e le amido
sintasi di tipo SS. L'assenza degli enzimi SSIB@P-1 e stata associata, oltre che ad un aumeinto de
contenuto di amilosio, ad ulteriori modifiche dathido quali, aumento della percentuale di caterte co
dell’amilopectina, deformazione dei granuli di tide un drastico decremento della resa di amidia nel
cariosside (Yamamori et al. 2000; Lafiandra e2@lL0). L'analisi delle proprieta giastingdei genotipi
SGP-1nulli ha evidenziato, sia in frumento duro che in frutnganero, la correlazione negativa tra la
viscosita e il contenuto di amilosio (Yamamori £t2006). Il silenziamento dei geSiBEIllg sia in
frumento duro che in frumento tenero, ha portatoradrastico aumento della percentuale di amilosio
con valori fino al 70% dell'amido totale (ReginaaéP006; Sestili et al 2010b). La resa dell'anmigtie
linee silenziate non é risultata sensibilmenteatéerispetto al genotipo wt. Tale differenza rtgpalle
linee SGP-1nulli, & dovuta al diverso ruolo svolto dalle due cladsienzimi nella sintesi
dell’'amilopectina. Lo studio delle caratteristictiepastingdella linea silenziata di frumento duro ha
confermato la correlazione negativa esistentel tcaritenuto di amilosio e i valori di viscosita tleg
sfarinati (Sestili et al. 2010b). Regina et al.q@0hanno dimostrato I'effetto salutistico del gtpo
high amylose associato allincremento della percentuale di amicesistente (RS) dovuto
all'inaccessibilita delle strutture inter-e intratena formate dalle molecole di amilosio. L'inteeper

le applicazioni dellamido ad alto contenuto di ksio in campo alimentare, ha due motivazioni
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principali: 1) gli effetti fisiologici associati Bhmido resistente e 2) le proprieta chimico-figalmiche
che rendono possibile la produzione di prodotéldivata qualita non ottenibili con le tradiziorfdire
insolubili (Yue e Waring 1998). L'incorporazione amidi high amylosen pane, prodotti da forno e
pasta migliora la consistenza (texture) del pradettfornisce importanti benefici alla salute senza
compromettere o alterare le caratteristiche latpbiéta dei prodotti. La produzione di pane o ptid

da forno fortificati con fibre insolubili peggiota qualita in termini di gusto, colore e volumeeleévata
capacita di assorbimento di acqua delle fibre causialemi come la collosita degli impasti con impat
negativi sul processamento e la qualita finalepdedlotto. La sostituzione delle crusca di frumesdn
amido resistente di origine commerciale ha avutonpatto positivo sulla qualita del pane. L'aggant
di amido ad alto contenuto di amilosio al 40% néiera la capacita di assorbimento di acqua della
farina e di conseguenza non altera le carattdnistieologiche del pane (Lafiandra et al. 2014)ltdlao

il colore bianco e le dimensione fini dei granuladhido danno una crosta piu brillante e una miglio
palatabilita rispetto al pane prodotto con I'aggéudi fibre tradizionali. Studi di incorporazionghiigh
amylosein prodotti da forno quali ad esempio dolci, mufié biscotti hanno mostrato un netto
miglioramento della consistenza soprattutto in teroli sofficita (Lafiandra et al. 2014). Chanvrietr

al. (2007) hanno analizzato le caratteristiche ifumadi degli amido Sgp-hulli di frumento tenero in
prodotti estrusi. Il pane prodotto per il 50% dérfa del genotipo Sgp-1 triplo nulli ha mostrato un
notevole aumento dell’amido resistente e caratietis qualitative accettabili. Soh et al. (2006)hma
analizzato I'effetto di elevate percentuali di amib sulla qualita della pasta. Amidi con perceltia
amilosio dal 27 al 74%, prodotti attraverso espernitindi ricostituzione con amidi di maiggh amylose
sono stati utilizzati nella produzione di spaghéitstata riscontrata una tendenza al migliorameeto
nervo della pasta allaumentare del contenuto dicsim. Aravind et al. (2013) hanno riportato una
leggera perdita nel colore giallo in pasta prodotia amidi ad alto contenuto di amilosio ma nessun
effetto sulle proprieta sensoriali e sulla tessitWuesti lavori evidenziano notevoli potenziapgr
I'utilizzo di amidi high amylosenella produzione di pasta con caratteristiche itaisde superiori;
tuttavia le informazioni sull'impatto tecnologice@idfrumenti con amidhigh amylosesono ad oggi
limitate ed imprecise a causa dei modelli speriaentilizzati. La possibilita di utilizzare farine
semolehigh amylos@appresenta una nuova opportunita per il superamaksali limiti e I'ottenimento

di nuove conoscenze sul loro impatto tecnologinoralgione della sua struttura “resistente”, dovuta
essenzialmente al network compatto proprio detigamilosio, 'amido ad alto contenuto di amilosio
puo essere utilizzato per preservare e miglioapedccantezza dei prodotti sottoposti, in supier;feed
elevate temperature durante il processamento d&ajét al. 2006). Test condotti per rivelare la
funzionalita dellamido resistente nella produzioné waffles hanno mostrato una maggiore
croccantezza rispetto al controllo e ad altre fibaelizionalmente utilizzate nella formula del potid
(Sajilata et al. 2006). Un aumento della croccara€zstato rilevato anche nei cracker e nei toastési

prodotti con I'aggiunta di amido resistente.
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1.12. L’amido resistente

L'amido e il costituente maggiore nella cariossidEumento e rappresenta la maggiore fonte digiaer
nell’'alimentazione umana ed animale. Una propfiietaionale dell’amido di particolare interesse per
la nutrizione, e la sua suscettibilita alla digasti (Copeland et al. 2009). Esso viene digerito
nell'intestino tenue e ridotto a zuccheri sempliai suscettibilita dell’amido all'attacco enzimatidelle
a-amilasi dipende dalla sua struttura chimico-figiba presenta numerose varianti. Esiste una caédegor
di amidi che non viene digerita nell'intestino tene raggiunge lintestino crasso, come parte della
frazione della fibra alimentare, dove viene fermatmtdalla microflora batterica intestinale. Questo
“amido resistente” (RResistant Stargte stato definito come “I'amido e i prodotti deflaa digestione
che non vengono assorbiti nell'intestino tenuadividui sani” (Englyst e Cummings 1985; Asp 1992).
Sono state definite cinque classi di amido resistan base alle caratteristiche strutturali detido
stesso e della matrice alimentare che lo conti#herfpson 2000, Sharma et al. 2008; Hasjim et al.
2010; Birt et al. 2013):
- L’amido resistente di classg(RS1) & inaccessibile all'attacco enzimatico asealel tessuto, organo
0 matrice alimentare che lo contengano;
L'amido resistente di classe édntiene due sottoclassi: RS2a corrisponde altlanmiel suo stato
granulare non processato ed RS2b corrisponde adi &aniatterizzati da un alto contenuto di
amilosio che sono in grado di mantenere una pearaknsignificativa di granuli intatti durante il
processamento;
L'amido resistente di classe (RS3) si riferisce ad una frazione di amido chéosina durante la
cottura del prodotto alimentare attraverso il psscedi gelatinizzazione dei granuli di amido e
riassociazione delle molecole di amilosio rilasigtetrogradazione). La frazione di amido
retrogradato cresce al crescere del contenuto ithsio
- L’amido resistente di classe @RS4) € I'amido chimicamente modificato attraversazioni di
sostituzione;
- L’amido resistente di classg(BS5) e I'amido in cui si formano complessi traéene dell’amilosio
e le ramificazioni dell’amilopectina con i lipidi.
La resistenza dell’'amido alla digestione é inflieazda molte proprieta del granulo come ad esempio:
le dimensioni, la forma, I'organizzazione cristadlj i lipidi, le proteine ed il contenuto di fosfatl
amilosio (Lafiandra et al. 2014.). Inoltre, anclee ttasformazione alimentare pud influire sulla
digeribilita del’amido (Alsaffar 2011). L’amilosiopud contribuire allaumento della frazione
dell'amido resistente attraverso due meccanisnfemifti: contribuendo all'integrita dei granuli di
amido nel prodotto alimentare processato e attsaMarretrogradazione derivante dalla gelatinizzazi
e dispersione delllamido nell’'alimento (Morell ¢t 2004). L'RS ha effetti fisiologici benefici (Negt
2005) associati ai prodotti rilasciati durantedenfentazione nell’intestino crasso, in modo paldien
alla produzione di SCFAs. Questi metaboliti son@antanti per I'intestino e contribuiscono al suo

fabbisogno energetico (Topping 2007). Gli effetthbfici della fermentazione dell’RS2 di mais, a&d al
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contenuto di amilosio, sono stati recentemente slirat su uno studio di risposta trascrizionale su
cellule di topo (Keenan et al. 2012). La fermerdaeidel'RS altera I'espressione di geni coinvadtila
crescita cellulare, la proliferazione e la diffexizione delle cellule dell'intestino, nonché lresgione

di geni coinvolti nell'apoptosi. L’'aumento dell'@sgsione genica, inoltre, sembra migliorare |atsira

e la funzione del tratto gastro-intestinale (gzistro-intestingl. Gli SCFA svolgono un ruolo importante
nella abbassamento del pH nel tratto Gl, che damsce al controllo della proliferazione di batteri
patogeni ed evita la formazione di composti citstisnocivi.

Un miglioramento della regolazione del glucosio seigue é stato associato con il consumo di cereali
ricchi di RS (Akerberg et al. 1998; Granfeldt etE95; Li et al.2011; Hallstrém et al. 2011). L'RS
simile a NSP in quanto puo0 ritardare lo svuotamegastrico, ridurre il tasso di assorbimento del
glucosio e puo essere fermentato dai batteri dehcproducendo SCFAs (Slavin e Green 2007; Pereira
e Ludwig 2001; Bodinham et al. 2010).

Il metabolismo dell’'RS nellintestino crasso e asato con la produzione di alti livelli di butirat
rispetto ad altri tipi di fibre (Topping e Cliftd@2001; Topping et al. 2008). L'RS puo aiutare a wult#tre

il peso corporeo poiché e in grado di prolungareeitso di sazieta, a causa della sua bassa densita
energetica e dalla sua capacita di essere ferremaabatteri del colon producendo gli SCFA (Slavin
e Green 2007, Pereira e Ludwig 2001; Bodinham. Cdl0). Il consumo di amido resistente nella dieta
rappresenta anche un modo naturale per aumentarengini intestinali, quali iglucagon-like peptide
(GLP-1) e il peptide YY (PYY) che sono efficaci maurre I'apporto energetico (Keenan et al. 2006).
| segnali degli ormoni PYY e il GLP-1, associathdso di RS nella dieta, possono alterare |'émol
energetico a lungo termine interagendo con peroagionali nel cervello e hanno anche altri benefic
come il miglioramento della salute intestinale {@1&2013).

La dimostrazione che la quantita di RS2 e la capacformare RS3 sono influenzate dal contenuto di
amilosio (Morell et al.2004; Rahman et al.2007)shigcitato un maggior interesse ad aumentare la
quantita di I'amido resistente attraverso la malaipione dei geni coinvolti nella via biosintetica

dell'amido, utilizzando approcci @ireedingclassici e non.

1.12.1. Composizione dell'amido influenzata da mutazioni ntaurali o indotte

Negli ultimi anni, la manipolazione del rapportoiknsio/amilopectina nei cereali e stato il prinda
targetper la produzione di amido con nuove proprietimmali e con maggiori benefici per la salute.
Sono state ampiamente studiate sia mutazioni niatheindotte, con lo scopo di aumentare la ritdre
variazione genetica per le caratteristiche delldominelle specie coltivate. Gli studi effettuatiraais,
riso, orzo e frumento hanno indicato che la mareatet!'attivita degli enzimi SSIl o SBE (SBElla e
SBEIIb) é piu efficace per aumentare il contenut@ardilosio nella cariosside. Diversi mutanti che
influenzano la quantita e la composizione dell’amili mais sono stati identificati fin dalla metd de
novecento (Creech et al. 1963; Creech 1965). Lpesta dell’alleleae (amylose extendgda parte di
Vineyard and Bear (1952), che aumenta il contemlitamilosio in mais, senza influire in modo

significativo sulla quantita di amido totale, haegp la strada per un intensa attivita di miglioeso,
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sia nel settore pubblico che privato, con I'ottemmo di varieta ibride di mais con effetti desidiia
sulle qualita agronomiche ed un alto contenutawiasio, chiamatéAmylomaiz€Fergason 2001).
Varieta commerciali di mais ad alto contenuto dilasio pari al 50, 60 e 70% vengono rispettivamente
classificate comamylomaizeV, VI e VII (Jiang et al. 2010). L’attivita di miglioramento @ico ha
prodotto linee di mais con un contenuto di amildgio a 85-90% (Campbell et al. 2007 e Li et al.
2008). In orzo il primo mutante ad alto contendutardilosio (45%) € stato identificato da MerritB@lr)

ed il gene che controlla questa caratteristicaato stominatcamo 1da Eslick e Ullrich (1977). Il
trattamento mutageno con sodio azide dei semi de#aeta Himalaya 292 di orzo, ha
permessol’identificazione di mutamdiss of fuctiorper il geneSSllacon un contenuto di amilosio che
va dal 65% al 70% (Morell et al. 2003).

Mutageni chimici e fisici sono stati utilizzati drecin nella varieta di ris@ponicaper introdurre nuova
variabilita allelica nei geni implicati nella viddsintetica del’amido (Yang et al. 2006). Yanoa&t
(1995) identificarono 5 linee mutagenizzate corcantenuto di amilosio tra il 29,4% ed il 32,4% in
confronto al 17,4% delle normali varieta.

Il trattamento con N-methil-N-nitrosurea dei semlla varietajaponica llpumbyeo,ha portato alla
produzione della nuova varieta Goami 2, con uneasautp di amilosio del 34% rispetto alla varieta di
partenza che aveva 18,63% (Kang et al. 2003). Batat al. (2012) ipotizzarono che il contenuto di
amilosio piu elevato di Goami 2 potesse esseretdad una mutazione responsabile per la cattura e
I'accumulo della proteina SBEIIb all'interno deieqnuli di amido in quantita molto maggiore rispetto
llpumbyeo. Questo potrebbe impedire allenzima SBHli svolgere il suo ruolo nella biosintesi
dell’amido perché la sua attivita principale siifiea sulla superficie dei granuli.

Analisi SDS-PAGE delle proteine legati ai granukohido di una collezione di linee di frumento teme
provenienti da diversi paesi, ha permesso a YamaenBndo (1996) di identificare mutanti privi di
ognuna delle tre possibili proteine omeologhe SSllae diversi mutanti singolnulli sono stati
incrociati per la produzione di linee di frumenéméro mancanti di tutte e tre le proteine amidtasin
da Yamamori et al. (2000). Il contenuto di amida@deste linee era circa il 20% piu basso confrontat
con il normale frumento, mentre il contenuto dilasid era del 37,4%. Attraverso I'utilizzo dei mutia
SGP-Al e SGP-B1 identificati da Yamamori e End®@@)9Lafiandra et al. (2010) hanno prodotto delle
linee parziali enulli nella cultivar italiana Svevo di frumento duro. lireeanulli completaSSllamostra

un contenuto di amilosio del 43,6% in confrontd 23%6 di Svevo. Piu recentemente Hogg et al. (2013)
hanno prodotto una linea di frumento SGRulli combinando un mutante naturale e uno indotto con
EMS. Tale linea ha mostrato un forte aumento nefesauto di amilosio (44,3%) rispetto al wt (28,7%).
Lo sviluppo della tecnologia TILLING ha permesso danerazione e lidentificazione di nuova
variabilita allelica nei geni coinvolti nella biogesi delllamido da diversi gruppi di ricerca. Siast al.
(2005) hanno analizzato i gamaxyin due popolazioni mutagenizzate, una di frumelutm e I'altra di
frumento tenero, mentre Sestili et al. (2010a) bddantificato mutanthulli per i geni SSlla eiaxyin

frumento tenero.
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Diverse applicazioni TILLING si sono concentratdéi’analisi dei geniSBEllae SBEIlIbper maodificare

la composizione dell’amido sia in frumento teneine o frumento duro (Uauy et al. 2009; Hazard et al
2012; Slade et al. 2012; Bovina et al. 2014). leggulavori, i genotipi singoli mutanti non hanno
mostrato un aumento significativo del contenutardilosio e di amido resistente mentre nei genotipi
doppio nulli & stato osservato un incremento di@sio superiore a circa il 150% rispetto alle lirtke
controllo.

Kadaru et al. (2006) ha utilizzato 'EcoTILLING pielentificare varianti alleliche nei ge85llaewaxy

in 57 accessionnbreddi riso.

Anche I'RNAI, offre un valido approccio per manipod la composizione dell’amido in frumento, con
la capacita di silenziare simultaneamente tuttogieoalleli dei geni target (Regina et al. 2006tiBe
et al. 2010b).
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1.13. Le rese in frumento

A causa del rapido aumento dei prezzi alimentateléa domanda di biocarburanti, dell'impatto dei
cambiamenti climatici e della necessita di soddésfie esigenze alimentari per la crescita della
popolazione, vi e l'urgente necessita di migliorergoroduzione agricola dei cereali (Godfray et al.
2010).

Il frumento fornisce circa il 20% delle calorie cmmate dalla popolazione mondiale ed una percentual
simile di proteine (Braun et al. 2010). Considemnib, un sostanziale incremento della sua capacita
produttiva e l'adozione di pratiche agronomiche liaiy sarebbero necessarie per assicurare il
fabbisogno alimentare ed un uso sostenibile delggge nel prossimo futuro. Attualmente, nonostante
la necessita di ottenere un incremento di prodtétdlell’l,7% annuo fino al 2050 (Rosegrant e Adicao
2010), la produttivita a livello globale cresce apéente dell'l,1% (Dixon 2009). | cambiamenti
climatici, la diminuzione delle risorse naturalilaa competizione per i terreni rischiano di ridurre
ulteriormente la produttivita (Datta e de Jong 2@sterling 2007; Lobell et al. 2008; Battisti ayior
2009; Rosegrant e Agcaoili 2010). Un possibile appio per aumentare la produzione potrebbe essere
l'aumento della superficie coltivata, questo pest & auspicabile per la sostenibilita a lungo teemi
dell’'ecosistema globale. Una soluzione piu dirattale problema potrebbe essere quella di aumentare
la produttivita attraverso I'adozione di cultivat elevata resa.

Un indice della produttivita del frumento € la résaranella, un carattere quantitativo sotto cafur
multigenico caratterizzato da una bassa ereditak@limodulato dall'interazione genotipo-ambiente.
Anche se la resa si concretizza nell’ultima fassviluppo, essa risulta influenzata da diversi pssc
biologici che si verificano durante l'intero ciclitale della pianta. Sono molti i geni che influan il
tasso di resa in granella, inclusi i geni che al@no la capacita fotosintetica e quelli che cast®no

resistenza a condizioni di stress biotico e ahiotic

1.14. Produttivita potenziale del frumento

Il potenziale di resa (Y,PYield Potentidl e definito come la produttivita che ha un germtiievato in

un determinato ambiente agronomico dove gli sthéssci vengono controllati e vi € un adeguato
apporto sia idrico che di sostanze nutritive (Ackve Fereres 1993). Da un punto di vista fisiologic
I'YP puo essere espresso come il prodotto della intercettata (LILight Interceptedl per I'efficienza
nell'uso della radiazione (RURadiation Use Efficiengyper I'indice di raccolta (HIHarvest Index;
Figura 1.8). Per RUE si intende l'efficienza dgdiante nel convertire energia radiante in materiale

secco; mentre per HI, la quantita di biomassa afbonella granella (Reynolds et al. 2009a).
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YIELD = LI x RUE x HI

Spike fenility (HIV RUE grainfill)
*Grainnumber
* Phenological pattern (Ppd/Vm)
*Avoid floret abortion (signals)
*Grain weight potential

Lodging resistance (Hl)

« CO2 fixation
*Rubisco efficiency
* Rubisco regulatior
. 4','u— trait
«+ Canopy photosynthesis
* Light distribution
2 *Npartitioning

Light Interception

« Early vigor (LI)
* Delayed senescence (LI)

Adequate roots for resource
capture (H/RUE)

Figura 1.8.Modello concettuale delle caratteristiche che iGbuiscono al potenziale di resa. Tratto da Reynetas. (2012).

Nel corso del XX secolo, il miglioramento genetis frumento ha cercato maggiormente di aumentare
I'HI; non solo attraverso 'introduzione dei geint(Gale e Youssefian 1985; Calderini et al. 1995), ma
anche grazie alla continua selezioni di caratt@soaeiati alle rese nel periodo successivo alla
Rivoluzione Verde (Calderini et al. 1995; Sayreletl997). Le caratteristiche relativi al’'lédpme ad
esempio il portamento ed il ritardo della senesaepzesentando una significativa variazionepaoasil
genici convenzionali ed un'alta predisposiziona séllezione fenotipica, non rappresentano “il cdilo
bottiglia” per il miglioramento dell'YP. Mentre, osiderazioni teoriche indicano che I'YP del fruneent
potrebbe essere aumentato fino al 50% attraversmiioramento genetico della RUE (Reynolds et al.
2009a).

In generale, un aumento in biomassa della pareaadl frumento e stato raggiunto negli ultimi anni
soprattutto attraverso I'utilizzo di germoplasmata&n (Singh et al. 1998; Reynolds et al. 1999; Den

et al. 2001; Shearman et al. 2005). Tale aumentocdraportato un notevole miglioramento
dell’equilibrio tra i tessuti fotosinteticamenteigite non, favorendo I'aumento della RUE (Reynaodds
al. 2009a).

Con l'avanzare del sequenziamento del genoma didnto (http://www.wheatgenome.org) e con lo
sviluppo di tecniche ad alta processivita per landi polimorfismi sara possibile ottenere unalhare
comprensione genetica delle caratteristiche chermd@tano o controllano I'YP. La caratterizzazione
dei geni legati all’'aumento delle rese sara furaiemad un loro utilizzo in programmi di miglioranen

genetico.

1.15. Incremento della capacita fotosintetica e della suefficienza (RUE

Diverse ricerche indicano che un sostanziale inerdondell’'YP potrebbe derivare dal miglioramento
nella capacita fotosintetica e/o della sua effizge(Reynolds et al. 2012). In riso, per esempitato

aumentato il numero potenziale di semi, ma soltdnrd®% delle infiorescenze risultavano fertili e
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venivano riempite (Sheehy et al. 2007). Questi ffieew indicano che, la limitazione di sostanze
nutritive da destinare alla fase riproduttiva, davad insufficiente approvvigionamento di fotosiate

e uno degli aspetti chiave che regola la prodtidtiin frumento, essendoci un maggiore equilitméo t
organi fotosintetici e non, notevoli incrementi INGP sono stati associati ad un aumento della
fotosintesi (Fischer et al. 1998). Inoltre la rxerdi base, implicata a studiare i processi legjii
fotosintesi, ha confermato che sostanziali mighogati sono teoricamente ancora possibili (Parg}.et
2007; Zhu et al. 2010).

Un approccio perseguibile per aumentare la RUEuménto potrebbe essere quello di migliorare il
primo step di fissazione della GC@ella fotosintesi catalizzato dall’enzima Rubiseda seguente
rigenerazione del suo co-substrato, il ribulosi®tiifosfato (RuBP). La Rubisco € la proteina piu
abbondante nelle piante C3 e possiede una basgtatatalitica. Quindi una strategia per migliara
I'efficienza fotosintetica sarebbe quella di aunagatia capacita catalitica dell’enzima (Reynoldalet
2009b). Inoltre, la Rubisco catalizza 'ossigenagialella RuBP avviando la fotorespirazione con un
rilascio di CQ, NHs e perdita di energia. Poiché siad’€he la CQcompetono per la reazione con il
RuBP, le quantita relative di carbossilazione esigemazione dipendono dalla concentrazionedk O
CO, presente nellambiente. A temperature piu elevdtgtivitd ossigenasica della Rubisco
(fotorespirazione) diventa piu significativa sfaodo la carbossilazione del RuBP (Long et al. 2006)
La doppia specificita della Rubisco ha un seriodttp sull’efficienza dell’'uso dell'acqua; infatta
chiusura stomatica porta a un minor rapporto di/O9rendendo I'assimilazione di carbonio meno
efficiente. Inoltre, uno scambio gassoso attravglisstomi completamente aperti farebbe aggravare |
perdita di acqua (Parry et al. 2005). Al contrarimeccanismi di concentrazione del carbonio atlotta
dalle piante C4, hanno ampliamente superato quesiblema. Una strategia quindi alternativa,
potrebbe essere quella di introdurre nelle piarl@déo@me di Rubisco con una maggiore specificita per
la CQp. Da studi sulle proprieta cinetiche della Rubisi@ visto che alcune piante hanno evoluto forme
di enzima in grado di discriminare piu fortementatco 'O, Tra le piante C3 il fattore di specificita
varia tra 80 e 110. (Delgado et al. 1995; Et diniahkl. 2005). Queste differenze dimostrano che la
variazione naturale potrebbe essere sfruttata pglionare sia la specificita per la G@he il tasso
catalitico della Rubisco con conseguente aumernita dapacita e/o dell’efficienza fotosintetica (Bar

et al. 1987, 2007). Per esempio, modelli teorididano che la sostituzione della Rubisco nativa di
frumento con quella della spedianonium gibertiipotrebbe essere in grado di portare ad un incrament
netto del 60% nella fotosintesi con un conseguauteento del YP. Sebbene molti progressi, sianb stat
fatti nello sviluppo di strumenti per I'introduzierdi geni nel genoma nucleare delle cultivar déetit
frumento (Pastori et al. 2001; Shewry e Jones 208%asformazione del genoma dei plastidi & aacor
difficile da effettuare e limitata alle specie mbde(Malinga 2004). Ad oggi, le complessita
nell'assemblare la subunita grande e la subunitZofa della Rubisco in un oleoenzima funzioriale
vivo (richiedendo alti livelli di espressione, intei@ze con chaperonine, modifiche post-traduzionali e

l'interazione con l&Rubisco activagaimangono le maggiori sfide.
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Le piante C4, come ad esempio il mais, hanno guiltgpun meccanismo piu efficiente per organicare
la CQ attraverso la presenza di due tipi di cellule fanalmente e morfologicamente diverse, le cellule
del mesofillo e quelle della guaina del fascio famaa Kranz). Le piante C4 mantengono alta la
concentrazione della G@elle cellule della guaina del fascio ed in questmlo 'attivita ossigenasica
della Rubisco viene repressa. Un approccio altemaier superare le limitazioni della Rubisco nelle
piante C3 & di aumentare la concentrazione di @Dsito catalitico. Un aumento notevole delleeres
sarebbe possibile attraverso l'introduzione delgaatsmo di concentrazione del carbonio delle piante
C4 nelle piante C3. La complessita dell'atonomiarka ed del ciclo delle piante C4 ha dissuaso i
ricercatori nel tentare di introdurre tale sistenadle piante C3. Tuttavia, data la disponibilitaudi
ampio germoplasma sia in riso che in frumento,giiie essere possibile identificare e selezionare le
caratteristiche dell’atonomia Kranz in alcuni gépiotinfatti, I'International Rice Research Institute
(IRRI) sta attualmente studiando le diverse risgmeetiche disponibili con lo scopo di individuare
piante con caratteristiche fotosintetiche il pitnig¢ possibile a quelle delle specie C4 (Hibberdlet
2008). Recentemente, la scoperta di pompg €@ operano all'interno di una singola cellulaldune
specie, come ad esempioHiydrilla verticillata, ha incoraggiato una serie di approcci biotecriolog
con lo scopo di introdurle nelle piante C3 comerisa e nel frumento (Leegood 2002; Taniguchi et al
2008). Alcune analisi teoriche sostengono che guastema sarebbe di grande beneficio sotto siccita
0 in altre condizioni che portano alla chiusuralidetpmi con conseguente abbassamento della
concentrazione di CQintracellulare (Von Caemmerer 2003). Come pertrbiduzione dell’intero
sistema fotosintetico delle piante C4 in quelle @Besto € molto difficile da perseguire poiché
richiederebbe I'espressione coordinata di moltisgeni (Reynolds et al. 2009b).

La fotorespirazione ha un importante costo enargeperché la riassimilazione dell’NHprodotta
durante la deaminazione della glicina, consumentiecole di ATP e tre di NADPH per ogni molecola
di glucosio. Sono in fase di studio diversi apprdmotecnologi che hanno come scopo l'introduzione
di enzimi batterici coinvolti nella via metabolidella fotorespirazione che non implicano il rilasdi

NHs (Parry et al. 2003; Bari 2004). Attraverso questzcanismo sarebbe possibile risparmiare energia
da poter essere utilizzata in condizione di sciatessita luminosa.

Sotto un moderato stress da calore, I'attivitadotietica diminuisce e viene inibita la Rubiscavasi
(Salvucci et al. 2001). La stabilita termica d&labisco attivasi presenta variabilita tra le dieespecie

e potrebbe essere studiata per migliorare le @lumaggior interesse agronomico come il frumento
con lo scopo di limitare la sua inibizione sopréittnelle regioni mediterranee soggette a condizion
climatiche estreme.

In vivo sono stati identificati diversi inibitoriefla Rubisco, come ad esempio il carbossiarabmitol
fosfato (CA1P) (Gutteridge et al. 1986; Keys etl@95). Essi sono responsabili della sua bassatatti

e vengono accumulati sotto condizioni di stresgjiianto conferiscono una protezione dai danni
ossidativi o proteolitici (Medrano et al. 1997) tiaverso la manipolazione dei processi biosintetici
delle vie di degradazione di questi inibitori pbioe essere possibile modulare I'attivita e la $itabi
della Rubisco (Andralojc et al. 1996, 2002; Patrgle€2008).
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Un ultimo approccio, per aumentare il tasso fotesico totale, € quello di diminuirne la
sottoregolazione che entra in gioco per protegt@pparato fotosintetico da un eccesso di radidazion
Inoltre, quando la fase oscura diventa un ostaaldotrasduzione di energia, € necessario conslera
non solo le proprieta intrinseche del sistema, nwha altri fattori indiretti quali ad esempio lgeaita

di assimilare i fotosintetati, la resistenza deggimi e del mesofilio, la disponibilita di acqudae
temperatura (Flexas et al. 2004). Il ciclo dellatgéille permette di rispondere alle radiazionectesso
attraverso la dissipazione termica dell’'energia tilacoidi. Il miglioramento genetico del tasso di
rigenerazione delle xantofille € associata in edoun aumento della RUE in condizioni climatiche a
intermittenza di cielo coperto e sole (Zhu et 8D4). Per il miglioramento del tasso fotosinteticitre

la capacita di rigenerazione del RuBP, altri pakdiérget potrebbero essere gli enzimi del cicio d
Calvin e principalmente la sedoeptulosio 1,7-bisfasi (Lefebvre et al. 2005) o altri componentlade
catena di trasporto degli elettroni e della cateda luce (Long et al. 2006). In conclusione, tnol
approcci diversi potrebbero essere utilizzati pementare la capacita fotosintetica nel frumento.
Tuttavia, lo scopo ultimo sara quello di garantibee la maggior parte di biomassa prodotta sia poi
convertita in granella favorendo un significativanzento dell’HI. La partizione degli assimilati e i
complessi meccanismi fiosiologico-genetici che tago la fertilita della spiga, accoppiati ad unt@ot
utilizzo della capacita fotosintetica nelle cultivaoderne, rafforzano la necessita di una migliore

comprensione dei processi che determinano il numésirandezza delle cariossidi.

1.16. Incremento dell'indice di raccolta (HI)

Tra gli anni '70 e '90, durante la Rivoluzione Verdle rese in frumento furono notevolmente
incrementate attraverso l'introduzione dei gehi-D1e Rht-B1 responsabili dell’abbassamento della
taglia (Foulkes et al. 2011). A partire dai primh&’90, i progressi di miglioramento genetico s@iati
inferiori rispetto al potenziale ipotetico Hiel frumento (Sayre et al. 1997; Reynolds et aB919
Shearman et al. 2005).;aumento delle rese nelle cultivar moderne potpdindi, essere raggiunto
attraverso I'aumento della resa in granella. Quesstatteristica € influenzata dalla capacita fottesica,
dalla competizione tra i diversi organi per gliiagkati e dalla loro interazione con fattori ambiain
quali fotoperiodo e temperatura. Un’adeguata riparie dei fotosintetati, tra gli organi della piane
fondamentale per garantire che spighe piu pesemto ssorrette da steli e radici abbastanza forti da
evitare cedimenti strutturali (Berry et al. 200If).frumento, l'allettamento € un fenomeno che puo
ridurre la resa dell’'80% cosi come puo ridurredalga della granella (Easson et al. 1993; Berrgl et
2007).

La resa in granella puo essere suddivisa in commbnemeriche, quali il numero di piante per metro
quadro, il numero di spighe per pianta, il numarcediossidi per spighetta, il numero di semi petnm
qguadro ed il peso delle cariossidi (Slafer 2008j.uh analisi semplificata, le due principali comeote
della resa in granella, che vengono comunementsidenati, sono il numero di semi per metro quadro
(GN, Grain Numbey ed il peso dei mille semi (TGWIhousand Grain Weight Assieme ad altri

caratteri agronomici importanti, come la resisteazstress biotici, tutte le componenti della resa i
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granella hanno un controllo multifattoriale, pres&wio una bassa ereditabilita ed una forte inflaenz
ambientale. L’analisi dei caratteri quantitativiTF, Quantitative Trait Logi & stata utilizzata per
studiare le componenti genetiche delle rese netatierll sequenziamento del genoma di riso
(International Rice Genome Sequencing Project 20@5permesso di eseguire un’analisi genetica
dettagliata ed isolare importanti QTL implicati lreimento delle rese. Anche il sequenziamento dei
genomi di sorgogorghum bicolor (Paterson et al. 2009) e maeé mays (Schnable et al. 2009) e
stato completato; mentre, sono ben avviati i ladetiBarley Sequencing Consortiu(8chulte et al.
2009) e delWheat Genome Sequencing Consorti(limg et al. 2013) per il sequenziamento
rispettivamente dei genomi di orzo e frumento. althente, lo studio in riso dei QTL legati alle rese

rappresenta un modello di riferimento importanteilieumento e per gli altri cereali.
1.16.1.1. Numero delle cariossidi

Il numero delle cariossidi € una delle componeittipportanti della resa in granella. Un suo auroent
determina un potenziale incremento delle rese welleire. Il momento preciso, in cui si determiha i
potenziale numero di semi per spiga, corrispontte fake di allungamento dei culmi. Tale fase é
direttamente correlata alla ripartizione degli alsiti, che avviene circa 20-30 giorni prima deifesi,
momento in cui si ha lo sviluppo della spiga (FescR009). La scarsa disponibilita di assimilatilael
fase che precede I'antesi porta solo i culmi piluppati a sopravvivere. E stato dimostrato chzOH
90% dell'azoto totale viene assimilato prima deiltesi. Una sua diminuzione in queste fasi potrebbe
ridurre sia lo sviluppo vegetativo che la formasadi spighe fertili (Miralles e Slafer 1999). Per
permettere una maggiore ripartizione degli asstimpar lo sviluppo della spiga nella fase di preesi,

si potrebbe intervenire cercando di ottenere ungmagccumulo di fotosintetati, allungando il petoo
temporale di questa fase. L'estensione di tale dastata manipolata attraverso i geni che controlia
fotoperiodo, come il gen®pd (Foulkes et al. 2004). Per un miglioramento deltadpttivita in
frumento, sono noti in letteratura anche altri ggré controllano la data di fioritura e rispondatia
vernalizzazione\{rn, Vernalization respon3ee geni che regolano la fioritura indipendentetaatai
meccanismi di vernalizzazione e fotoperio&pg Earlinessper se; Yang et al.2003; Dubcovsky et al.
2007).

Un altro fattore importante per modificare il GNeémanipolazione dell'architettura dell'infioresean
durante le fasi cruciali di differenziazione delrieema. Un ottimo esempio € dato dall’allele reoas
branched hea¢bh), mappato sul braccio corto del cromosoma 2A @hiarth et al. 1997), che mostra
un fenotipo con un numero di spighette maggiorit€bkawa et al. 2009).

La capacita di accestimento & un altro importaateoffe che contribuisce alla resa complessiva in
frumento, poiché determina il numero di spighepanta. Il numero di culmi prodotti e la velocitanc
cui si sviluppano sono sotto controllo sia genetise ambientale. In frumento il getider inhibition
(tin) mostra una ridotta capacita di accestimento, icplinforti e spighe piu grandi (Spielmeyer et
2004).
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In riso, sono stati isolati diversi QTL che regaldhGN, tra i quali il piu importante &rain number

la (Gnlg Ashikari et al.2005).Gnla codifica per I'enzima citochinina ossidasi/deidengsi
(OsCKX2), che degrada il fitormone citochinina. Un#otta espressione énlacausa I'accumulo
delle citochinine nel meristema fiorale ed incretaghnumero degli organi riproduttivi portando @a
incremento del numero dei semi. La linea isoge(iida, Near-Isogenic LingrecanteGnlamostra il
45% di semi in piu per pannocchia e il 34% di sempiu per pianta rispetto alla linea wt (Ashikati

al. 2005).

Un altro QTL é rappresentato dall’allele mutato geheDEP1 (DENSE AND ERECT PANICLE1
responsabile per la produzione di una protgimesphatidylethanolamine-binding protein like domai
tronca. Le piante che portano la mutazione mosttemimcremento del GN ma presentano un minor
TGW. Nonostante cio, i mutanti hanno un aumentprdduttivita di circa il 40%, dovuto a fenotipi
pleiotropici, quali: pannocchie dense ed eretteafiHet al. 2009).

Sempre in risoWFP (WEALTHY FARMER’S PANIC)E IPAL (IDEAL PLANT ARCHITECTURE
identificati indipendentemente, rappresentano éssi QTL che codifica per il fattore di trascrizon
SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (OsSPL14adiet al. 2010; Miura et al. 2010).
SiaWFP chelPA1 aumentano il numero dei semi aumentando il hurdete ramificazioni principali
della pannocchia. Il livello di trascritto del ge@sSPL14 contenente la sequenza di riconoscimento
per il microRNA OsmiR156 e elevato durante lo stadio vegetativo e dimowiino a scomparire
all'inizio della fase riproduttiva. Attraverso quesmeccanismo di regolazione fine, ad opera del
microRNAOsmiR156I’'espressione dDsSPL14 limitata alle prime fasi dello stadio riproduttinelle
piante WT. L’allele mutat@®sSPL1#"" mostra un’espressione nove volte maggiore risptyT
nella fase riproduttiva, probabilmente dovuta a@ffietto epigenetico nella regione del promotocée
comporta la formazione di un maggior numero di fexazioni nella pannocchia (Miura et al. 2010).
IPA1 presenta invece un singolo polimorfismo (SISHgle Nucleotide Polymorphigmella sequenza
target del microRNADsmiR15@Jiao et al. 2010). Tale mutaziongdsSPL14onferisce una resistenza
al microRNA portando all’espressione ectopica dmhegnella fase vegetativa e ad un’espressione
maggiore in quella riproduttiva. Le piar@sSPL1£*! mostrano un aumento di ramificazioni principali
nella pannocchia come quel@sSPL1%™ tuttavia presentano anche un ridotto numero tigu
probabilmente a causa dall’'espressione ectopicgeathed durante la fase vegetativa. Oltre a mostwrare
aumento del numero dei semi, dovuto all'aumentaateificazioni principali, le piante recanti |'alée
OsSPL1£%! mostrano anche un aumento dei fasci vascolarile c&lule dello sclerenchima (Jiao et
al. 2010). Queste osservazioni suggeriscono chegialazione dell’architettura vegetale conferita da
OsSPL1a il potenziale di aumentare le rese in risara popolazione B, il numero di semi della
linea omozigote per l'allel®sSPL14™ & superiore del 41% rispetto a quello della lioemzigote per
I'allele WT. QuandaOsSPL1#" viene combinato co®nla le piante arrivano a produrre il 52% di

semi in piu rispetto a quelle WT (Miura et al. 2D10

49



1.16.1.2. Dimensione delle cariossidi

La grandezza delle cariossidi € un’altra delle congmti piu importanti su cui si puo intervenire per
aumentare le rese in frumento. Anche questa, cobmaniero delle cariossidi, € una caratteristica
controllata da QTL ed & anch’essa influenzata robteente dall’ambiente. Cariossidi piu grandi
favoriscono la germinazione, la crescita inizialemgliorano la qualita molitoria, aumentando
direttamente la resa finale in farina.

La dimensione dei semi & una caratteristica ch@ata selezionata durante la domesticazione (Fuller
2007; Brown et al. 2009) ed e tutt’ora uno dei niaggarget dei programmi di miglioramento genetico
sia del frumento tenero che del frumento duro (Ge@l0). La resa in granella & solitamente
rappresentata nelle pratiche di miglioramento geomedal TGW, determinato principalmente dalla
grandezza del seme (GWrain Weigh}, dalla lunghezza (GLGrain Lengh}, dallo spessore (GT,
Grain Thikneske dal tasso di riempimento della cariosside (Gzefiet al. 2008; Dholakia et al 2003).
Tutti e quattro gli aspetti sono correlati posithente con il TGW e I'aumentare di una delle tre
componenti della dimensione della cariosside puglianare la resa nei programmi di miglioramento
genetico.

Studi recenti hanno portato all'identificazione gini che regolano le dimensioni ed il tasso di
riempimento della granella in ris@&3S3 e stato il primo importante QTL in questa categogi
contribuisce sia alla lunghezza che al peso daiigf@an et al. 2006). Mao et al. (2010) hanno
caratterizzato quattro alleli per questo QTL. L8l GS3-1porta alla produzione di semi con una
lunghezza media e codifica per una proteina di2Btninoacidi. Tale proteina presenta quattro domini:
alI'N-terminale un domini@rgan size regulatio(OSR), un dominio transmembrana, un dominio della
famiglia cysteine-rich, chiamato tumor necrosis factor receptor/nerve growth factarceptor
(TNFR/NGFR) ed un dominio al C-terminale definran Willebrandattore di tipo C (VWFC). L'allele
GS3-2conferisce anche esso una lunghezza media deiltsside e presenta un inserzione di tre paia
di basi nella regione codificante. L'allef@S3-3mostra un seme allungato e presenta una sostigizio
da C ad A, 165 paia di basi a valle del sito drimidella traduzione, che causa una interruzione
prematura della proteina e alla perdita di tuttjuattro i domini. Mentre, l'allel€5S3-4causa la
formazione di cariossidi piu corte e presenta wiazione di una base, 357 paia di basi a vallsitkel

di inizio della traduzione, responsabile della gardiei domini TNFR/NGFR e VWFC. Da queste
osservazioni e attraverso approcci transgenicite giossibile comprendere che questi domini svalgon
differenti funzioni nella regolazione della grandezella cariosside. Il dominio OSR & necessario e
sufficiente per far svolgere alla proteina una fane di regolatore negativo della grandezza della
cariosside. | domini TNFR/NGFR e VWFC hanno un dfénibitorio nei confronti del dominio OSR,;
mentre, la perdita di funzione in questi due dompinita alla produzione di cariossidi molto piccole.

Un altro QTL, relativo all'aumento delle dimensiatei semi in riso, §SW5/GWHShomura et al.
2008; Weng et al. 2008). Esperimenti di RNAi hanmastrano una diminuzione del peso dei semi del

13%, dovuta ad una diminuzione del numero dellduleelnella glumetta esterna. Questi dati
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suggeriscono ch@gSW5/GW9otrebbe essere coinvolto nella proliferazioneededliule del glumetta
(Miura et al. 2011).

GRAIN INCOMPLETE FILLING 1GIF1) & un gene invece che regola il tasso di riempimeelle
cariossidi ed é stato mappato sul cromosoma 4aliQuesto gene codifica per una invertasi detietpa
cellulare, necessaria per la ripartizione del caidaurante le fasi iniziale del riempimento deinse
(Wang et al.2008b). Cariossidi di piamfi€l (loss-of-functiojpaccumulano livelli di glucosio, fruttosio

e saccarosio significativamente piu bassi rispatt®WT. Questo minor accumulo di zucchero nel
mutantegifl porta ad una notevole diminuzione del peso dei.sbati sperimentali suggeriscono che
un elevata espressione tessuto specifica del@Htiepotrebbe fornire un mezzo per aumentare il tasso
di riempimento della granella (Wang et al. 2008b).

Recentemente e stato visto che la sovra-espregsitiiietera pianta di un membro in riso della fgiia
genica TIFY,TIFY11b,porta ad un incremento delle dimensioni e del piedla cariosside. Cio avviene
attraverso un incremento dell’accumulo dei carladidnel culmo e nella guina fogliare prima della
spigatura, mobilizzando poi i carboidrati di risnella cariosside in fase di maturazione (Hakiath e
2012).

Il geneOsSPL16isolato dal QTLGW8di riso, codifica per una proteina che regola jminente la
proliferazione cellulare. Una sovra-espressiorgudisto gene favorisce la divisione cellulare ¢asiso

di riempimento della cariosside andando ad inflpioé sulla larghezza del seme e sulla resa. Invece,
una mutazione non senso nel riso Basmati portaf@iaazione di una cariosside piu sottile ed una
migliore qualita legata alla granella. Wang e{20.12) hanno dimostrano come una strategmatker-
assisted selectiofMAS), per gli alleli superiori dei genGS3 e OsSPL16 pud essere usata
efficacemente per migliorare la qualita e la resaso.

Zhang et al. (2012) hanno clonato e caratterizzatpionalmente un importante QTL per la lunghezza
delle cariossidi in risogGL3 che codifica per una putativa proteina fosfatasi dominio ripetuto di
tipo Kelch (OsPPKL1). L'allele “raro’qgl3, codifica per una proteina con una sostituzione
amminoacidica nel motivo conservato AVLDT del sedmilominio Kelch, e piante recanti tale allele
mostrano un seme di lunghezza superiore. Nel gertbmso sono presenti altri due geni omologhi,
OsPPKL2e OsPPKL3.Studi di trasformazione genica hanno dimostrato @eBPKL1e OsPPKL3
regolano negativamente la lunghezza delle semere®sPPKL2funziona come regolatore positivo.
Prove agronomiche in campo hanno dimostrato chieléajgl3 aumenta effettivamente la resa in riso
conferendo alle piante la capacita di produrreedediriossidi piu lunghe (Zhang et al. 2012).

In riso, Song et al. (2007) hanno clonato e caiati@to un altro importante QTIGW2 che controlla
negativamente la larghezza ed il peso dei séW2codifica per una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING
e nel sottocapitolo 3.4 sara approfondita la ssarigone.

Nel frumento sono stati identificati diversi QTLrpa resa in granella (Kato et al. 2000; McCarteey
al. 2005; Roder et al. 2008) tuttavia, nessun gestato isolato ed ampiamente caratterizzato. Beng
al. (2003), attraverso la mappatura dei QTL e lppatura genica di associazione, hanno dimostrano

che il cromosoma 1B controlla le rese in frumert@essociato alla lunghezza della spiga, al numero
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delle spighette, al numero delle cariossidi pegapilla resa in granella, al numero dei culmi e
all'altezza della pianta. Nella regione prossimaettromero del cromosoma 6AS, un importante e
stabile QTL per le rese é stato identificato irérdoppio aploidi (DH) e inbred ricombinanti (RId)
frumento (Snape et al. 2007; Sun et al. 2009).dleatemente, Wang et al. (2007), attraverso analisi
di associazione, hanno identificato associazioneta catoriXcfe273e aXgpw7592Zon le componenti
delle rese, come la fertilita dei culmi ed il numelelle cariossidi per spiga. In seguito anchee¥lal.
(2011) hanno identificato sul cromosoma 6AS un Qifiportante per le dimensioni del seme
(QGw.ccsu-6A.R definito dall'intervallo dei markeKbarc3 e Xbarcl46brale QTL e stato mappato
nella stessa regione 8aGW?2 ortologo in frumento del ger@wW2di riso (Su et al. 2011).

1.17. Il gene Grain Weight 2 (GW2)

In riso, Grain Weight2 (GW2 rappresenta uno dei QTL principali che regoltatghezza ed il peso
della cariosside (Song et al. 2007). Il locus d=heyresponsabile per tale QTL e stato mappato sul
cromosoma 2, in una regione genomica di 8.2 Kbinddirno di tale regione é stata trovata una sola
Open Reading Fram@ORF), il geneOsGW2 Questo gene & composto da otto esoni e settintr
(Figura 1.9a) e la sua sequenza codifica per wtaipa di 425 amminoacidi (47 kDa). Una diminuzione
dell'espressione dDsGW?2, ottenuta tramite un approccio RNAporta allaumento (14%) della
larghezza del seme; mentre, le linee che sovrarespo il gene mostrano una significativa diminuzon
(17%) della larghezza del chicco di riso. Una migiae naturale in questo gene é stata ritrovata nell
varieta WY3 ed Oochikara. La delezione di una atenin posizione 316 della sequenza codificante
(esone 4; Figura 1.9a), porta alla formazione dcoaone di stop prematuro e alla traduzione di una
proteina tronca di 115 aminoacidi (13 kDa). Le @&iWY 3 e Oochikara presentano dei semi piu grandi
rispetto alla varieta FAZ1 che possiede l'allele WITGW2 (Figura 1.9b). Per determinare la funzione
di GW2nello sviluppo del chicco di riso, gli autori hancr@ato una NIL (GW2) contenente una regione
di 1,4 cM con il locusGW2della varieta WY 3, ndbackgroundgenetico della varieta FAZ1. La linea
NIL (GW2) mostra un aumento del TGW del 49,8% edaumento della larghezza, dello spessore e
della lunghezza del seme rispettivamente del 26126% ed 6,6% rispetto alla varieta FAZ1 (Figure
1.9d). Laresa in granella ed il numero di spighpér pianta sono aumentate rispettivamente de¥d.9,

e del 27%, mentre il numero di semi per pannocéhiiminuito del 29,9% nella linea NIL (GW2).
L'altezza della pianta e la larghezza della folgadiera non differiscono significativamente tralle
linee. Le glumette sono significativamente piu giiamella NIL (GW2) rispetto alla varieta FAZ1
(Figura 1.9c). Sezioni trasversali delle glumettestrano che, nella NIL (GW2), lo strato esterno del
parenchima é piu lungo del 29,6%, rispetto allaetar=AZ1, grazie ad un numero di cellule maggiore
(Figura 1.9e). Inoltre, la sezione trasversaleediisnaturi mostra che le cellule del’endospermaoso
pit grandi del 39,5% nella linea NIL (GW2) e noréviessuna differenza nel numero di cellule rispett
alla varieta WT (Figura 1.9f). Il tasso di riempime della cariosside nella linea NIL (GW?2) risulta
maggiore rispetto alla varietd FAZ1 gia dopo 1#wgjidall’antesi ed il peso fresco del seme e saperi

del 47,8%. Come descritto, il ge@N2regola le dimensioni della cariosside e non inflaisulle
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caratteristiche qualitative della stessa. Infaitbin &€ stata trovata alcuna differenza per quagtarta

il contenuto di amilosio tra la linea NIL (GW2) &E1 (Song et al. 2007).

Il geneGW?2e costitutivamente espresso in diversi organadg@iinta e non sono state trovate differenze
nel livello di espressione tra la linee NIL (GW2FAZ1. GW2 codifica per un enzima con attivita
ubiquitina ligasi E3 di tipo RING, implicata neldegradazione delle proteine attraverso il prote@som
26S, ed ha una localizzazione subcellulare citopddica.

In sintesi, una perdita di funzione del geB®/2 in riso, provoca I'aumento della dimensione del
rivestimento esterno alla cariosside, indirettamactelera il tasso di riempimento del seme ed atane
le dimensioni delle cellule del’endosperma, comsedo quindi la produzione di cariossidi piu grandi
e piu pesanti. Inoltre, Song et al. (2007) descrd/BW2come un regolatore negativo della divisione
cellulare a livello del rivestimento esterno deiccb di riso. Questo enzima riconosce specificament
la proteina bersaglio e la induce alla degradaziamite il proteosoma 26S (Figura 1.99). La praei
target di GW2 é ancora sconosciuta e studi in Yimono mostrato che la proteina tronca dell’allele
WY3, presente nella NIL (GW2), possedeva ancottiditga E3 (Figura 1.9h). La perdita di funzione
della proteina GW?2 potrebbe essere causata datliigpdel dominio di legame con la proteina berisag|
nella regione C-terminale (Figura 1.9h).

Recentemente in riso, al fine di determinare laziehi tra i quattro geni coinvolti nella resa magella
(GS3 qSW5/GWHGIFL e GW2), € stata condotta un’analisi trascrizionale npienocchie di piante
transgeniche che sotto-esprimono questi geni (Yal. €011). Nelle line€&sW2 RNA, il livello di
trascritto del gen&S3e ridotto di 3 volte, mentre quello @iF1 risulta essere 2,5 volte piu elevato. La
sotto-regolazione del ger®@W2 inoltre non ha alcun effetto sui livelli trascomali di gSW5/GW5
Similmente, nessuna differenza significativa neffeessione dW2 é stata trovata nelle piante che
sotto-esprimon@S3 GIF1 e qSW5/GWS5SIn conclusioneGW2regola positivamente I'espressione di
GS3e negativamente quella@iF1. (Yan et al. 2011).

Questi nuovi risultati forniscono delucidazioni sueccanismi molecolari che regolano le dimensioni

dei semi in riso e possono essere utili per progriath miglioramento genetico.
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1.17.1. Geni omologhi aGW2 in mais

In mais, due geni omologhi@w?2di riso sono stati identificati sui cromosomi 8:&¢ZmGW2-CHR4&
ZmGW2-CHRYLi et al. 2010). Questi due geni sono compostbtta esoni e mostrano il 94% di
identita di sequenza nucleotidica tra loro e il 98&cconfrontati corW2 di riso. Tra i due geni,
ZMmGW?2-CHR<# piu simile 2sGW2 mentreZmGW2-CHR® piu simile al gene omologo in sorgo (Li
et al.2010) Il gen@mMGW2-CHR4 associato ad un QTL che regola il peso di 166 §dKW, One-
Hundred Kernel Weighted analisi di associazione hanno mostrato che SIKB nel promotore
cosegrega con l'aumento della larghezza del secoe @n piu elevato HKW. E’ stato inoltre visto che
SNPs o polimorfismi di inserzione/delezion®/Del, Insertion/Deletiol, in altre regioni dei geni
ZmGW2-CHR4& ZmGW2-CHRpBsono significativamente associati ad almeno wiadattro caratteri
correlati al'aumento delle rese (GL, GT, GW e HK\A) contrario, il livello di espressione dmGW2-
CHR4e negativamente correlato con questi caratterdis, questi risultati suggeriscono come alleli
differenti del locusGW2 passano giocare un ruolo importante nella regot@zdella dimensione e del

peso della cariosside (Li et al. 2010).

1.17.2. GW2 in frumento

L'identificazione e la caratterizzazione in risd geneOsGWzha fornito I'opportunita di isolare il gene
omologo in frumento. Usando un approccio di genangizmparativa, sono stati isolati gli ortologhi a
OsGW2nei tre genomi omeologhi di frumento e sono $tatlizzati rispettivamente sul braccio corto
dei cromosomi 6A, 6B e 6D. In particolare, il gexte risiede sul cromosoma 6A e stato mappato nella
regione centromerica a 0,6 cM dal mar&&80.2(Figura 1.10a; Su et al. 2018 livello nucleotidico,

le sequenze codificanti dei tre g&\WV2omeologhi di frumento presentano tra loro il 98%gddntita e
mostrano 1'87% di omologia cdbsGW2Su et al. 2011). La regione codificante & cogtitda 8 esoni,

ha una dimensione di 1275 bp e codifica per ungemadi 424 residui amminoacidici (circa 47,2 kDa)

Il dominio RING, di 43 amminoacidi, € posizionatella regione N-terminale ed € ha un sequenza
amminoacidica altamente conservata rispetto atkéepra ortologa in riso. L'analisi della sequenza
codificante i tre geni omeologhi diaGW?2 in varieta di frumento tenero che differivano per
dimensione del seme, non ha mostrato nessun pdismarsimile alla delezione identificata in risau(S

et al.2011). Nella regione del promotore del géa&W2-A Su et al. (2011) hanno identificato due
SNPs, in perfettdinkage disequilibriumgche formano 2 aplotipi (Figura 1.10b): Hap-6A-A93A e
739G) e Hap-6A-G (-593G e 769A). Analisi di asseimae, in moderne varieta cinesi di frumento
tenero, hanno mostrato ci@GW2-AHap-6A-A €& un allele superiore per la grandezzsdene.
L’effetto di TaGW2-Asul peso del seme & dovuto maggiormente ad un dardelta larghezza ed, in
minima parte, allaumento della lunghezza e depessore. L'analisi trascrizionale dei tre geni
omeologhiTaGW2 mostra che il livello d’espressione & negativameorrelato con la larghezza del
seme (Su et al.2011). Questo dato suggerisce chisdre frumento il gen&W?2 attua lo stesso

meccanismo molecolare nel regolare la dimensiohseaee.
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Piu recentemente, Yang et al. (2012) hanno ideatifi un inserzione di una base sull’esone otto di
TAGW2-A(T in posizione 977) nella varieta a seme grandieudhento tenero Lankaodali. Questa
inserzione genera un codone di stop prematurcapadotalla formazione di una proteina tronca (Figura
1.10c; 328 amminoacidi, 37,1 kDa). L'analisi di@sgazione, nella popolazione segregantdérivante

tra I'incrocio tra la varieta Lankaodali (seme gtepe Chinese Spring (seme piccolo), ha mostrao ch
le linee, con l'allele omozigote mutanteanno una cariosside piu larga del 5,8% ed un T@giore

del 10,03% (Yang et al.2012). Questo polimorfisngiado trovato anche in altre due varieta asiatiche
a seme grande: Sichuandali e Wanmai 38 (Figuradl.1® conclusione, gli autori suggeriscono che
TaGW?2-Ainfluenza negativamente le dimensioni ed il pesalé della cariosside in maniera analoga a
OsGWa2in riso.

Studi di caratterizzazione funzionale hanno dinadstche TaGW2-A € una proteina con attivita E3
ubiquitina ligasi simile a OsGW2, localizzata netleoplasma, nel nucleolo e nel citoplasma (Bednare
et al. 2012). Il motivo ricco in leucina NES (LxxL) situato nella regione N-terminale, & necessario
per il trasporto di TaGW2-A fuori dal nucleo e i&nzione nel nucleolo (Bednarek et al.2012). Asiali
di espressione dei singoli omeologhi ThGW2hanno mostrato cheaGW2-Ae TaGW2-D sono
principalmente espressi nel seme durante I'iniatladdivisione cellulare e durante la fase finale d
riempimento della cariosside, menfraGW2-Bé espresso solo durante la fase finale di riemgionen
della cariosside (Figura 1.10f; Bednarek et al.20D&ersamente dai risultati di Yang et al. (20&2)
Su et al. (2011), studi di silenziamento mediarf#ARdelle tre copie omeologhe 8aGW2 mostrano
una riduzione significativa della dimensione deaiosside rispetto al controllo (Figura 1.10 edltre,

il silenziamentali TaGW2porta ad una riduzione delle cellule dell’endosmesenza mostrare fenotipi
pleiotropici per quanto riguardo il numero dei seilmumero delle spighe per pianta e la data tesin
(Bednarek et al. 2012). Questi risultati indicame e frumento, i geni omeologfhiaGW2regolano
positivamente la grandezza della cariosside, ar@ladédumentare il numero di cellule del’endosperma
con una funzione che diverge dall'ortologo in 8sGW2 Gli autori spiegano questa differenza con
tre ipotesi. La prima spiegazione e che i lavoecedenti hanno identificato un aumento della
dimensione della cariosside dovuto solo a polirsorfiidentificati nell'allele A diTaGW2 mentre
I'esperimento di RNAI silenzia contemporaneameated copie del gene. La seconda ipotesi & che gli
studi precedenti hanno identificato I'associazigeeetica tra i marker nel genoma ATEGW2e le
componenti implicate nell'aumento della resaGW2-A¢ localizzato nella regione pericentromerica
dove é presente in importante QTL implicato neliento delle rese (Snape et al. 2007). L’associazion
genetica osservata puo essere spiegata t¢iokage disequilibriuntra questi marker ed un gene non
ancora identificato, implicato nellaumento delse. Una terza possibilita, e data dagli effetisas
dall'utilizzo di un RNAI hairpin molto lungo, per il silenziamento dei germGW2,che puo aver
silenziato altri geni che hanno un effetto positutla grandezza della cariosside (Bednarek 204R).
Ulteriori studi sulla caratterizzazione funziondks geniTaGW2sono necessari per capire il loro ruolo

nella regolazione della dimensione della cariossidéentificazione di mutantknock-outgenoma
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specifici in una popolazione TILLING potra deluciddl ruolo di ogni omeologo nell’aumento delle
rese.
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Figura 1.10.(a) Mappaggio fine del genBaGW2-6Alocalizzato a 0,6 cM dal markefd80.2(Su et al. 2011).b) Fenotipi
delle cariossidi di varieta di frumento che diffe@no nel genotipo. Posizione degli SNPs che foonggiraplotipi Hap-6A-A
e Hap-6A-G nella regione del promotoreTdiGW2-6ALunghezza della barra 5mm (Su et al. 201d)) Aflineamento delle
sequenza amminoacidiche di TaGW?2 della varieta Ghiispring (CS) e Lankaodali (LK) (Yang et al. 2018).Cariossidi
di 5 varieta di frumento tenero che differiscono lpegrandezza della cariosside omozigoti per €mmone (TT) o wt (tt) per
il geneTaGW?2-A SC Sichuandali, LK Lankaodali, WM Wanmai 38, CSrése Spring, MX Mingxian 169 (Yang et al.
2012). €) Fenotipi delle cariossidi delle lineeaGW2silenziate (T111 e T105) e dei rispettivi confreililli segreganti.

Lunghezza della barra 5mm (Bednarek et al. 2012).i¢elli di espressione degli omeologhaGW2in differenti stati di
sviluppo della cariosside (Bednarek et al. 2012).
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1.18. Lareazione di ubiquitinazione

La regolazione dell'espressione e dell'attivitatpica e stata per lungo tempo considerata solo in
termini di efficienza nella trascrizione/traduzioridegli ultimi anni, la scoperta di meccanismi di
regolazione post-trascrizionali e post-traduziohalimostrato che il fattore chiave nel determidare
guantita di trascritto/proteina € il rapporto taasintesi e la degradazione proteica (Mazzucatbil.
2006).

L'ubiquitina € una proteina globulare costituita @& amminoacidi, altamente conservata tra tutti gli
organismi eucarioti. Attraverso la reazione di uiitigazione, I'ubiquitina viene coniugata alle priote
accettrici tramite la formazione di un legame igujukco tra I'estremita C-terminale dell’'ubiquitina
(residuo di glicina 76) e I'aminogruppo del residiidisina del polipeptide coinvolto nella reazione
(Pickart, 2001). La principale funzione dell’'ubitjpazione € la degradazione delle proteine target
attraverso il proteosoma 26S. Oltre all'eliminazomelle proteine tronche o aberranti per
I"housekeepingellulare, questa via regola la quantita dellégine attive che dipendono dal rapporto
degradazione/sintesi (Sadanandon et al. 2012)

L’ubiquitinazione & un processo enzimatico compleske prevede I'azione sequenziale di tre diffieren
enzimi: I'enzima di attivazione dell’'ubiquitina (E1'enzima di coniugazione dell’'ubiquitina (E2) e
I'enzima responsabile del legame dell’ubiquitina ¢® proteina bersaglio (ubiquitina ligasi E3). L'E

e responsabile dell'attivazione del residuo diighccontenuto all’estremita C-terminale dell’ubityua,
attraverso un meccanismo ATP-dipendente. L'ubigaitiattivata in questa prima fase viene
successivamente trasferita al residuo cataliticw (cisteina) del’E2 mediante la formazione di un
ulteriore legame tioestere. Infine, I'ultima fasd grocesso e catalizzata dall’enzima E3, e prelaede
formazione del legame isopeptidico tra I'estrem@aerminale dell’'ubiquitina, precedentemente
attivata, e lt-aminogruppo del residuo di lisina della proteiraetrice (Figura 1.11; Hershko e
Ciechanover 1998).

Le proteine E3 possono sia possedere un’attivitarextica intrinseca sia semplicemente coaudiuvare
il trasferimento dell’'ubiquitina dall’E2 al substiogproteico. Il ruolo maggiormente studiato e httito
all'ubiquitinazione riguarda il riconoscimento daefiroteine bersaglio da parte del proteosoma 2&S, ¢
a sua volta e responsabile della degradazionegitate di varie proteine cellulari. Il proteosoréain
complesso proteolitico multienzimatico che ricormsome segnale degradativo una catena di almeno
quattro molecole di ubiquitina, legate tra loroaterso il residuo di lisina 48 dell’'ubiquitina.lédlgame

tra I'ubiquitina e la proteina accettrice costit@scosi un metodo rapido e reversibile per comtrell
I'abbondanza cellulare dei livelli proteici (Mazaitelli et al. 2006). L'ultima fase del processo di
ubiquitinazione determina il trasferimento ultimelltlbiquitina dall’E3 al substrato, e risulta essé&
reazione piu specifica e la piu lenta. Questa vag@ne porta ad attribuire una funzione fondamenta
agli enzimi E3 ubiquitina ligasi. Piu di mille peabhe E3 ligasi sono state predette in Arabidopsas.
grandezza di questa famiglia genica, suggeriscel’ehegima E3 ligasi ha un ruolo chiave nella
specificita della reazione di ubiquitinazione, etegponsabile del riconoscimento e del legame di un

unico o di un gruppo ristretto di substrati. Ad bggno state identificate circa un migliaio di B8c
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sono state classificate in tre gruppi principaiEl3 ubiquitina ligasi di tipo HECT, di tipo RIN@3fer
e di tipo U-box (Mazzucotelli et al. 2006).
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Figura 1.11.Reazione enzimatica del sistema ubiquitina-proteas@) Attivazione ATP-dipendente dell’'ubiquitina (Ubaxd
parte di E1 (enzima di attivazione dell’'ubiquitin&)Ub attivata si lega ad un cisteina conservat&H tramite un legame
tioestere con il gruppo carbossilico della suaimgicterminale. Z) Trasferimento di Ub a E2 (enzima di coniugazione
dell’'ubiquitina) attraverso la formazione di unémge tioestere3] L’enzima E2 trasferisce I'ubiquitina attivataalibiquitina
ligasi (E3) che facilita il trasferimento della ghitina da E2 ad un residuo di lisina della praadiersaglio, spesso formando
un complesso intermedio con la E3 e la proteingetard) Ubiquitinazione iniziale della proteina bersagditiraverso la
formazione di un legame isopeptidico con I'Ub.e&8jdno successivamente ulteriori Ubs per formarecatema di poli-Ub.5)

Le proteine bersaglio con una catena di poli-Ubate ad al residuo di lisina 48, sono indirizzatprateosoma 26S6) Le
catene poli-Ub vengono disassemblate dal proteoffiBaassociato ad un enzima con attivita di deitiigzione (DUB)
con rilascio di ubiquitina libera. Il proteasoma2@egrada la proteina bersaglio in frammenti pépt{®adanandon et al.
2012).

1.18.1. La ligasi E3 di tipo RING finger

Le proteine contenenti il dominio RING, insiemeegtroteine F-box, rappresentano la piu abbondante
famiglia genica di ubiquitina ligasi E3.

I dominio RING-finger é costituito da otto residigette di cisteina ed uno di istidina altamente
conservati, coordinati insieme dalla presenza diatomi di zinco, a formare una struttura a pohte c
serve per un adeguato ripiegamento dell’enzimard’ipterazione con 'E2 (Figura 1.12; Borden e
Freemont 1996). Il riconoscimento e il successagaime tra I'E3 e i suoi diversi substrati, avviene
tramite la giustapposizione tra I'E3 e una speaifiegione di “ubiquitinazione” presente nelle proge
bersaglio. Generalmente inoltre, I'interazione golge altre proteine con funzione mediatrice, e puo
richiedere delle modificazioni post-traduzionaleaiiguardano i diversi substrati. Le E3 del tip&N&}
finger possono a loro volta essere suddivise itepre monomeriche, oppure in complessi proteici
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costituiti da subunita multiple. Il motivo ricco tisteina RING €& stato per primo identificato iraun
proteina codificata dal geriReally Interesting New Ger(€reemont et al. 1991). Le proteine di tipo
RING sono ampiamente presenti negli animali, nabete, nei lieviti, nei funghi, nei virus e mostea
una diversita di domini RING (Borden 1996; Stonale2005).
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Figura 1.12. Rappresentazione schematica della struttura di omindoe RING. Le coppie metallo-ligando 1 e 3 coordinare
uno ione zinco, mentre le coppie 2 e 4 coordinheedondo (Kosarev et al. 2002).

Finora, sette tipi di questi domini sono stati itf&zati in Arabidopsis; compresi due domini di dip
canonico, RING-HC (C3HC4) e RING H2 (C3H2C3), equia di tipo RING-v, RING-C2, RING-D,
RING-S/T e RING-G (Stone et al.2005, Albert et @02).

Una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING-finger benraterizzata € COPL1, che in Arabidopsis svolge la
funzione di regolatore centrale nel controllo déliee durante le fasi iniziali di sviluppo dellaptula
(Holm et al.2001).

In riso, OsGW?2 e caratterizzata da un dominio RIBHC?2) precedentemente mai descritto, che ha
la particolarita di avere un residuo di cisteinaig@iina implicati nel legame con lo ione metailic
rispettivamente alla posizione 5 e 6 (Su et al.720Queste caratteristiche sono state ritrovatbenel
dominio RING di proteine omologhe in mais, frumenteviti e funghi, indicando che GW2
probabilmente rappresenta una proteina con un ntipgodi dominio RING. In frumento, studi di
trascrittomica hanno evidenziato che l'interazitraei fitormoni e il sistema di degradazione proei
ubiquitina-proteasoma 26S, gioca un ruolo cruangieprocessi di sviluppo della cariosside (Capiton e
al. 2012).

Gli enzimi ubiquitina ligasi E3 finora caratterizzaelle piante hanno mostrato un ruolo fondamental
nella regolazione di numerosi processi biologiailg il controllo ormonale della crescita vegetatii
meccanismi di riproduzione, la risposta alla Idadplleranza a stress biotici ed abiotici edphario del
DNA (Mazzucotelli et al. 2006).
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2. Finalita

In uno scenario in cui la produttivita delle coiué messa a rischio da diversi fattori, tra cui i
cambiamenti climatici e l'erosione dei terreni, aval vi € la necessita di sfamare una popolazione
mondiale in rapida crescita, 'aumento delle reggpresenta uno dei principali obiettivi nei prognam

di miglioramento genetico. Negli ultimi anni, a gteeobiettivo si sta affiancando sempre piu I'esige

di migliorare gli aspetti qualitativi e nutrizionalelle specie coltivate. Questa tendenza é cert@me
legata alla diffusione di importanti malattie legahd regimi alimentari errati. Infatti, nei paesi
industrializzati, uno stile di vita sedentario edaonsumo eccessivo di cibo, in particolare di afith
raffinati a base di cereali, ha contribuito allffudiione di una “epidemia” di malattie metabolicte.
cereali, ed in particolare il frumento, rappreseatana risorsa ideale per apportare nuovi benaffeci

salute umana in quanto rappresentano la maggiate & energia nell’ambito della dieta umana.

Negli ultimi anni, la produzione di amidi ad altortenuto di amilosio ha suscitato particolare edee

a causa delle sue peculiari caratteristiche notredi e tecnologiche. L'incremento del contenuto di
amilosio e stato associato allaumento di amidisteste nei prodotti alimentari. L'amido “resisteht

e la frazione dell’amido, essenzialmente costitdéaatene lineari di amilosio retrogradate, irdgrdi
resistere all’azione degli enzimi digestivi umardieessere fermentata dalla microflora intestirtale
importanti benefici per la salute. Pertanto, lagilabta di produrre cibi ricchi in “amido resistii
costituisce una prospettiva interessante per laepmone di numerose malattie correlate a regimi
alimentari errati. Inoltre, le farine con un elevatontenuto di amilosio possiedono caratteristiche
tecnologiche superiori per la produzione di aldipiidi alimenti: migliorano il nervo della pastala

croccantezza di alcuni prodotti da forno quali \esffe cracker senza comprometterne la palatabilita.

Il primo obiettivo di questo progetto di dottordta riguardato la produzione di nuove linee di fratoe
duro ad elevato contenuto di amilosio attraverss strategia di genetica inversa, chiamata TILLING.
A tale scopo é stata identificata nuova variabgitaetica nei gerf$BEllache codificano per un enzima
con un ruolo chiave nella sintesi dell'amilopectm&umento. La produzione di linee di mutakriock-

out per tale gene e finalizzata all'ottenimento divigenotipi con fenotipo "high amylose".

Un indice della produttivita in frumento & la résagranella, un carattere quantitativo, sotto caltdr
multigenico, caratterizzato da una bassa ereditakilmodulato dall'interazione genotipo-ambieire.
frumento, l'isolamento dei geni attraverso le magipeonaggio risulta difficile a causa della s@ura
poliploide. Approcci di genomica comparativa hamtiimostrato che geni ortologhi in diverse specie
hanno una funzione parallela nella regolazionefel®btipo fornendo cosi un efficace strumento per
isolare caratteri di interesse in frumento. Ngtlecge modello, molti QTL o geni associati alle reseo
stati isolati. Ad esempio in riso, il gel@V2 é stato identificato come un regolatore negatigthad

grandezza delle cariossidi.
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Il secondo obiettivo di questo progetto di dottoratstato lo studio della funzione del g&3i&/2 nel
regolare la dimensione della cariosside in frumetico. A tale scopo € stata identificata nuova
variabilita genetica per il ger@@W2attraverso un approccio TILLING. Lo sviluppo didie mutanti per
tale gene é finalizzata sia a studi di genomicaifurale che alla produzione di genotipiock-outche

potenzialmente dovrebbero mostrare un fenotiporegrande.

Nel corso del progetto di dottorato, un obiettiez@ndario & stato quello di verificare I'efficienza

dellHRM genotypingcome metodo di MAS in programmi blieeding
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3. Materiali e metodi

3.1. Materiali vegetali

Sono state utilizzate la cultivar di frumento d@weevo e le varieta di frumento tenero Lankaodali e
Rebelde. Inoltre, sono state utilizzate le lingeldsomiche del cromoma 6 @hinese SpringSears e
Sears 1978). Nella tabella 3.1 sono riportate feriazioni relative alle accessioni dei frumenti
utilizzati negli esperimenti di caratterizzazionel golimorfismo nella regione promotrice del gene
GW2-A.

Tabella 3.1 Elenco delle accessioni utilizzate per I'analisi polimorfismoln/Del nella regione del promotore del geBd/2-
A

Specie Codice

T. urartu B2 (23), B4 (23), B5(23), B6 (23), B7(24), id 1551 145

T. monococcum C7(3), C9(3), C6(6), C7(7), C7(6), id1331

T. turgidum ssp. durum 21811, 6, aus 36496, 11617, aus 3561, aus 2063 B6H24, aus 36251

T. turgidum ssp dicoccum B1 (5x), aus 35807, aus 33286, mvgh502, mvgh303,

T. turgidumssp.carthlicum P1499972, P1 585017, P1 585018, PI 341800, P| 89281 115816, P1 585018

T. turgidumssp.turanicum P1290530, Pl 184543, Pl 191599, PI 192648, P1 0189278350, Pl 2810530,

P1 266846, P1 208991, P1 290512, Pl 261753, Pl 80681 352487, Pl 136617,
Pl 272564, P1 352488

T. turgidumssp aus 35658, aus 35646, aus 21420, aus 3211 aubgratgb 947, mvgb 4, mvgh
dicoccoides 1022, aus 21325, aus 21282, aus 161279, mvgb 558

T. turgidumssp.polonicum

T. aestivum ssp. aestivum |  Avorio, Tiepolo, B2(4), A8 (4), Rebelde, Yumai 34

T. aestivum ssp. spelta 34366, 353625, 348678, 8T

3.2. Estrazione Acidi Nucleici

3.2.1. Estrazione DNA genomico

I DNA genomico é stato isolato come descritto d@wdio e Porceddu (1996). Al tessuto fogliare
polverizzato in azoto liquido sono stati aggiu@p8di tampone di estrazione (100mM Tris pH 8,50mM
EDTA pH 8, 500mM NacCl) e 16l di SDS 20%. Il tutto & stato omogenizzato deticagnte e incubato
a 65°C per 10 minuti. Successivamente sono staiuat 26,7ul di acetato di potassio 5M e, dopo aver
agitato delicatamente il campione € stato posghiaccio per 20 minuti in modo da far precipitage |
proteine denaturate. | frammenti cellulari e letpiee sono stati separati mediante centrifugazeane
14000 rpm, il surnatante recuperato e il DNA prigatp mediante I'aggiunta di isopropanolo. Il pelle

di DNA, cosi ottenuto, é stato lavato con etandl@0d6, asciugato sotto vuoto e risospeso imul2gi
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TE (Tris. Cl 10 mM pH8.0, EDTA 1 mM). A questo pardi &€ proceduto al trattamento con ribonucleasi
A (1pg RNAsi per 1@g di DNA genomico) per degradare 'RNA per 10 mirau65°C. Il DNA estratto

e stato conservato a 4°C.
3.2.2. Estrazione RNA totale dalle cariossidi

L'estrazione e la successiva manipolazione dell’RddA0 state effettuate utilizzando delle procedure
di lavoro molto accurate, finalizzate a evitareahtatto con RNAsi presenti in tutti i materialolugici.
L'acqua é stata trattataver-night(o/n) con dietil pirocarbonato (DEPC), un inibéatelle RNAsi.

Per isolare I'RNA da cariossidi immature (14 DPA¥rdmento a partire da 100 mg di materiale si &
ricorso al protocollo che prevede I'utilizzo del IEI®L (Gibco). La distruzione dei tessuti vegetali &
stata realizzata con I'utilizzo di mortaio e pédst@h presenza di azoto liquido. La polvere ottentdn

tale trattamento € stata trasferita in un tubo da precedentemente raffreddato, e mescolata don 0,
ml di tampone di estrazione (20 mM Tris pH 9; 2001 iNaCl; 1% Sarcosyl; 20 mM EDTA; 5 mM
DTT) agitando vigorosamente con il vortex. In sémuisono stati aggiunti 0,5 ml di
fenolo/cloroformio/IAA (25:24:1) agitando con il ex. | campioni sono stati centrifugati a 4°C per
minuti a 5000 rpm. Il surnatante (circa 3@) e stato recuperato, e posto in una huovo migbo @l
quale sono stati aggiunti 1 ml di Trizol e 0,4 mtidroformio/IAA (24:1) agitando vigorosamente con

il vortex. Il campione é stato centrifugato a 50pt per 10 min a 4°C fase acquosa risultante viene
recuperata e trasferita in un nuovo tubo. Per jgaré il campione un lavaggio con 1ml di
cloroformio/IAA, seguito da centrifugazione a 500t per 10 minuti a 4°C. La fase superiore e stata
trasferita in una nuova provetta. La precipitazida’RNA ¢ stata effettuata aggiungendo 2 voluimi d
etanolo al 100% e 1/10 del volume di acetato dis(®@M) pH 5.2 seguita da un’incubazione di 30 min
a-80°C e successiva centrifugazione a 10000 rpmi@enin a 4°C. Il supernatante & stato rimosso
procedendo al lavaggio del pellet con 1 ml di el@@®%. Il pellet & stato lasciato seccare all’adto
cappa per 5-10 minuti e risospeso inb@i H20 DEPC, con I'aggiunta di Oyl di inibitore di RNAsI.

3.3. Separazione degli acidi nucleici con elettroforesiu gel di agarosio

L'identificazione e la separazione dei frammentDiNA € stata eseguita mediante elettroforesi su gel
d’agarosio all’0.8%, 1,2% ed al 2% in TBE 0,5x €Hborato-EDTA) con I'aggiunta di una soluzione
di bromuro di etidio (0,51g/ml). Le separazioni elettroforetiche sono statedotte ad un voltaggio

massimo di 80V per migliorare la separazione denfnenti.

3.4. Metodi per I'isolamento di frammenti genici

3.4.1. Amplificazione PCR

Le reazioni di amplificazione mediante PCR (Polyaser Chain Reaction), sono state eseguite a partire
da 50-100 ng di DNA genomico in un volume finalé@iul. La miscela di reazione e costituita da 1X

GoTag® Hot Start Colorless Master e 50-100 pmolbgini oligonucleotide. Quando non indicato
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differentemente, le condizioni di amplificazionsecstate le seguenti: 1 ciclo iniziale di 2 minsa®
seguito da 40 cicli di denaturazione 1 min a 95ahealing 1 min a 60-67°C, estensione 1-4 min (a
seconda della lunghezza del frammento da ampl)car 72°C con un ultimo ciclo di estensione

allungato a 5 min.

3.4.2. Isolamento del gene SBEIlla-B dalla cultivar di frumento duro Svevo

L’isolamento dell'intera regione codificante delhgsSBEIlla-Bé stata ottenuta tramite PCR attraverso
I'utilizzo dei primer riportati in tabella 3.2 pradendo 5 frammenti. | frammenti sono stati anatizza
per elettroforesi sul gel d'agarosio all'1% puriice sottoposti a sequenziamento. Ogni amplicone é
stato sequenziato con gli oligonucleofidivard e reverseutilizzati per la rispettiva I'amplificazione.

Per il sequenziamento dei frammenti 3 e 5 sonoudthizzati ulteriori primer riportati in tabelld.3.

Tabella 3.2.Coppie di oligonucleotidi allele specifici utiliaie per I'isolamento del gene SBElla-B

Amplicone Sequenza (5'-3) Sequenza (5'-3") Bp T._
annealing

1 CGTTGCTCCCCCTTCTCATCGC AGACTAGTGGAGGCGTI T 1695 61

2 ATGTGGTGGATGGGI TATGG TCCATAGAATAAACCATCAGACCG | 1970 63

3 CCTTTTGIGACCATTTACTAAGGATA ACCGAAGTCAAGCTCCTCACTC 1740 61

4 CAAAGGAGGGAGT GAGGACGCTTG GCGCCATGTACAATATCCAG 1920 61

5 CTTTGAAGCTGTGAGCTGITGGTACTTAG | TTTCCCAACAAGCTACCTATCCAT | 2900 61

Tabella 3.3 Oligonucleotidi utilizzati per il sequenziamernttel gene SBEIlla-B

Amplicone Sequenza (5° -3

3 ACAATACTTAGAGGATGCAATCTGA

GI'GCTGTAAGCATTGATCCGACAC

AGAGTTATTGATCATTAAG

3.4.3. Metodo per l'isolamento dei frammenti geniciGW2

Le sequenze parziali dei due omeoalleliv2 di frumento duro sono state ottenute attraverso
'amplificazione di due frammenti A1 e A2 per ilgama A e di B1 e B2 per il genoma B attraverso un
approcciagene walkingl primer riportati nel lavoro di Su et.§2011; Tabella 3.4) sono stati impiegati
per amplificare i frammenti Al e B1. Gli amplific&CR sono stati analizzati su gel di agarosio 0,8%
purificati e sottoposti a sequenziamento. Le sergi@nitenute sono state allineate con il programma

GENEIOUS 5.6 (www.geneious.com), che ha permessivelare poliformismi utili per disegnare i
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primer forward necessari per amplificare i frammenti 2A e 2B. @igonucleotidireversesono stati
disegnati sulla base dell'intera sequenza di cDAggneTaGW2disponibile in banca datraGWA
genbank acc. JN896622aGWBgenbank acc. JN896623). Primer 3 (http:/frodonitiedu) € stato
utilizzato per il disegno degli oligonucleotidi.

Gli amplificati PCR sono stati analizzati su gel dgarosio 0,8%, purificati e sottoposti a
sequenziamento. Sulla base della sequenza ottesmatper il gene del genoma A che per quello del
genoma B, é stato possibile disegnare ulteriogoolucleotidi (Tabella 3.5) che hanno permesso di
sequenziare completamente i frammenti A2 e B2.

La sequenza parziale dell’'ottavo esone é stataudtieattraverso I'amplificazione di due frammento
specifici per ogni omeoallele, utilizzando i prinfieward riportati nel lavoro Bednarek et al. (2012) e i

primerreverseriportati nel lavoro di Yang et al. (2012).

Tabella 3.4.Coppie di primer utilizzate per il parziale isokanto del gen&W2

Oligo Oligo

Amplicone forward Sequenza (5'-3) reverse Sequenza (5'-3’) bp
1A HAP- 6A- PIE | CGTTACCTCTGGTTTGGGTCGTG HAP- 6A- PIR | CACCTCTCGAAAATCTTCCCAATTA | gag
2A GI532A-E | GAGATCACATATTCGCTTAGAGG G NEWR | GAATGGAAAGACCGCATGIT 3256
1B TaGMe-6B- F | GTGGTGAACATAGCAAATTGATTACAT | Tagme- 6B- R | TTGCGTAGCTTCTTCTGGTCGATAT | 1575
2B GN532B-F | GGATCACGTATTTGCTTGGAT Ga2-500-R | AGTATGCCTAGAATGGAAAGACC | 3264
Esone 8 A ONFra_AF AGGAAATCCTTCTTGTGGGAGC TaGu_AS_R3 ACAACCATGCCAACCCTTGC 548
Esone 8 B GwFra_BF | AATCCTCCTTGTGEGAGT TaGu AS R3 | ACAACCATGCCAACCCTTGC 544

Tabella 3.5.Primer utilizzati per il sequenziamento dei frarmtn®CR 2A e 2B

Oligo Sequenza (5’-3’)
GwseqlF CCTGTGI TGTCGITCGAGTGT
Gwseq2F TTGCATTTGITCTGCCGTAG
Gwseq3R GCACTCTGCAAAATACCAAACA

3.4.4. Disegno di oligonucleotidi allele specifici (AS-PCJRper discriminare il polimorfismo
In/Del nella regione del promotore del gen&W2-A

La regione polimorfica di interessa é stata amgaltfi tramite AS-PCR utilizzando gli oligonucleotidi

riportati in tabella 3.6. Gli ampliconi sono statializati per elettroforesi su gel d’agarosio ai%.
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Tabella 3.6 Coppia di oligonucleotidi utilizzati per la AS-PCR.

Oligo- Oligo- T.
Foward Sequenza (5’-3’) Reverse Sequenza (5’-3’) annealing
G- A532F GAGATCACATATTCGCTTAGAGG Gn2- Adel GOGCCGCCTCACTGTAGATA 61

3.4.5. Retrotrascrizione del’lRNA

Circa 1pg di RNA, dopo essere stato sottopostathmento con DNAsI, é stato retrotrascritto a @DN

usando il kitQuantiTect Reverse Trascriptig@Quiagen) secondo il protocollo riportato nel maeu

3.4.6. Analisi d’espressione quantitativa (QRT-PCR)

L'analisi di espressione quantitativa Real-Time P@RT-PCR) €& stata effettuata attraverso I'utilizzo
dello strumento iCycler (Bio-Rad Laboratories, Hees, CALl, USA). Per ogni campione & stata
effettuata una replica biologica e tre replicheniglte La reazione di amplificazione sono state @iseg
con 1ul di cDNA in un volume finale di 20 ul. Lasoela di reazione é costituita da 500nM di ogni
oligonucleodidi e da 1x dellaiQ™ SYBR Green Supgr2Xx (BIO-RAD) contenente il buffer, i ANTPs
ed il fluoroforo SYBR Green I. Le condizioni di alifigazioni sono state le seguenti: 1 ciclo inigiai

15 min a 95°C seguito da 40 cicli di denaturazid@e a 95°C, annealing 1 min a 60°C, estensione 1
min. L'espressione relativa € stata determinata\atso il metodo 2T (Livak e Schmittgen 2001;
Applied Biosystems User Bulletin No. 2-P/N 430383Bgalcolo e I'analisi statistica & stata effetta
attraverso il programma Gene Expression Macro™ ivlers.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA). Come gen@ousekeeping stata utilizzata la Gliceraldeide-3-Fosfato-Deggnasi (GAPDH).

Gli oligonucleotidi utilizzati sono riportati in Tella 3.7.

Tabella 3.7 Coppie di oligonucleotide utilizzati nell’esperinterdi gRT-PCR

Oligo Oligo
Sequenza (5’-3’) Sequenza (5’-3’)
Foward Reverse
GAPDHFw CAACGCTAGCTGCACCACTAACT GAPDHR GACTCCTCCTTGATAGCAGCCTT

SBEI | a- AF | ACCAGTATGITTCACGGAAACAC SBEI | a- AR | CACCTTGTACTTCCCAGGECC
SBEI | a- BF | ATATCGTGGTATGCAAGAGITCGAC | SBEI | a- BR | CAAGAAAGAGCGCGGECCTA

3.4.7. Estrazione e purificazione dei frammenti di DNA dagel di agarosio

| frammenti di DNA estratti dal gel di agarosio sostati purificati utilizzando il kitWizard® DV Gel
and PCR Clean-Up System della Promega. La poraomgel contenente il frammento di DNA da
purificare, & stata tagliata con una lama da bisterile e trasferita in un tubo da microcentrdu@opo
aver pesato la frazione di gel recuperata, soribaggiunti 100ul dell’apposito tampone (Membrane

Binding Solution) per ognil0 mg del frammento di. dkecontenuto del microtubo e stato miscelato
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vigorosamente utilizzando il vortex e poi, al fidigfar sciogliere il gel, € stato incubato a 60%2 pO-

15 minuti. Una volta sciolto, il campione & staticato su una colonna di affinita (SV Minicolumn)
posta su un microtubo, ed e stato incubato a teatyrer ambiente per un minuto e subito dopo
centrifugato per 30 secondi a 14000 rpm, in modéadgegare il DNA alla membrana della colonna.
Quest'ultima é stata poi lavata con 5@00di un apposito tampone (Membrane Wash Solution),
contenente etanolo, che é stato subito rimossounancentrifugazione di 30 secondi a 14000 rpm.
Questa centrifugazione é stata ripetuta una seceoltta per rimuovere eventuali residui di etanolo
presenti nel Membrane Wash Solution. || DNA é statimdi eluito dalla colonnina mediante I'aggiunta
di acqua sterile distillata seguita da incubaziantemperatura ambiente per un minuto e successiva

centrifugazione per 1 minuto a 14000rpm.

3.4.8. Determinazione delle sequenze nucleotidiche

Per le analisi di sequenze nucleotidiche € stali@aatto il servizio commerciale della Eurofins MWG

(Germania).

3.5. TILLING

3.5.1. Generazione depool di DNA

I DNA genomico delle singole piante Mg stato diluito nella concentrazione finale did . ed
impiegato per la produzione giool in piastre PCR da 96 pozzetti; in ciascun pozzetioo stati
miscelati, in rapporto 1:1, i DNA genomici isolda due distinti individui. La concentrazione findle

DNA genomico in ciascun pozzetto € 2uddgh un volume di fl.
3.5.2. Amplificazione allele specifici per i geni di inteesse

L'analisi TILLING dei geniSBElla-Ae SBEIlla-Be stata effettuata con I'utilizzo dei primer ritair nel
lavoro di Botticella et al 2011 (Tabella 3.7; 3.8er I'analisi dei genGW2 sono state allineate le
sequenze dei due genomi A e B per identificarenpanfiismi nella regione genica maggiormente idonea
per I'analisi TILLING. Le coppie di oligonucleotidiono state disegnate con il programma Primer 3
(Tabella 3.5; 3.7) e sono state validate per PQIR kaee ditelocentriche 2AS, 2BS e 2DSChinese
Spring

1" round PCR

Le amplificazioni PCR sono state condotte in urupa finale di 10ul utilizzando 10 ng di DNA
genomico, bl GoTag® Hot Start Colorless Master, ibdi ciascun oligonucleotide (20M). La
soluzione é stata quindi ricoperta con @i olio minerale (Sigma-Aldrich). Le condizioni 8CR

utilizzate sono state le seguenti: denaturaziozéle a 95°C per 2 min; 40 cicli a 95°C per 36235—
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67°C per 30 s e 72°C per 1,8-2,3 min; step di eftar finale 72°C per 10 min. Gli oligonucleotidi
utilizzati sono riportati in tabella 3.8 per i g&3BEllae in tabella 3.9 per il ger@W2

Tabella 3.8 Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle amdzioni allele specifiche dei geBBElla(Botticella et al. 2011)

T. Dimensioni
Amplicone Oligo-fowars (5'-3’) Oligg-reverse (5'-3' ) )
annealing (bp)
A(2-5) CGCTCGCTCGCTCCAATC GCAACTGGTCAGTATTCAGTAAGCTAAG | 65 1720
A(6-9) TCTGAGAATATGCTGGGACGTAG | GTTCGAAAATGCTACATGCTCA 62 1560
A(10-13) GTTCGAAAATGCTACATGCTCA | GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC 67 2100
B(4-9) ATGTGGTGGATGGGT TATGG TCCATAGAATAAACCATCAGACCG 63 1970

Tabella 3.9 Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle ampddzioni allele specifiche dei ge@W2

T. Dimensioni
Amplicone Oligo-fowars (5'-3’) Qligo-reverse (5'-3' ) .
annealing (bp)
A GCAGCATTCCAAACTCCATCT | ATGAATTTGICCAACAATATGAGCTTC 63 2023
B AAGCAGCATTCCAATTGATGG | TCCCTGCTTTTAGAGTAGCTGICATCTG 64 2146

2" round PCR

Le amplificazioni PCR sono state condotte comeritesoel paragrafo precedente e sono state d#esti
in piastre PCR da 96 pozzetti Frame-Star® (4titude®, Surrey, UK). Una diluizione 1:60
dell’amplicone della  round PCR é stato utilizzato come DNA stampo. Adlazione PCR é stato
aggiunto il fluoroforo LCGreen Plus Dye (IdahoTeclogy Inc.).

Le condizioni di PCR utilizzate sono state le segudenaturazione iniziale a 95 °C per 2 min; #li c

a 95°C per 20 s, 60°C per 20 s e 72°C per 20 g;ditestensione finale 72°C per 10 min; 95°C per 30
s; 25°C per 1 min. La soluzione é stata ricopeda &0 ul di olio minerale. L'ultimo step di
denaturazione e rinaturazione e stato eseguit@ymmentare I'efficienza del processo di formazione
degli eteroduplex. Le temperature ahnealingottimali sono state determinate per ogni coppia di
oligonucleotidi attraverso una PCR in gradiente.dByonucleotidi utilizzati sono riportati in talie
3.10 per i gensBEllae 3.11 per il gen&W2.
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Tabella 3.10.Coppie di oligonucleotidi utilizzatéround PCR dei ger8BElla

. . . Dimensioni
Amplicone Esone Oligo-fowars (5’-3") Oligo-reverse (5-3) bp)
p.
2 CCACTGACCGACTCACT GGTGAAGAGGCGCATACA 215
3 CCACTGACCGACTCACT TGAAGATTTCCCGGCACG 156
4 TGGTTTCGITAGTCTGCTCT TGAGCGAAAGTAGCGEG 313
5 TTTGEGTATGCCTCCGT TGAGCGAAAGTAGCCCG 163
6 TTGCTCTAAATTTATGATCTGCGCT AGGTGGAAGATTGCCAAG 153
SBE 1 a- A 7 TTGCTCTAAATTTATGATCTGGC GCTACATGCTCAACTAAATAATTGG 152
a-
8 CTCTGCCCACTAAGEGT AAATTTCATTTAATAATGTAATGCGAGATCG 204
9 CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA ACCAGAAACAGGTGAAATAACT 157
10 ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA GGTGAAGAGGCGCATACA 212
11 ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA ACCAGATAAACAGTAAAGCAGC 223
12 GTTGCATTGCTTCATCAATGATT CAAATATGGT GACAGAAGTCAGAG 237
13 GITGCATTGCTTCATCAATGATT CATAGCAATTATTTCAGTGCCCT 266
4 AACACACTGCCTAAATTTGAATGAT AGACTAGTGGAGCCGTT 190
5 TGCTGAAGGTATCATCTAATTGC TGACCATTAACAATAGATTAGAAGGTG 159
SBEI 1 a- B 6 CAGTTACTCTAAATTTATGATCTGGCCT | AGGTGGAAGATTGCCAAG 134
a.
7 CCTATTGATGCCGATATTTGATATG TCCTCGACTAAATAATTGGCCAG 152
8 AACTCTGCCTACTAAGEGT ACACTGGAAATTCCATTTAATAATGTAAC 204
9 CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA CCGGAAACAGGTGAAATAACT 157
Tabella 3. 11.Coppie di oligonucleotidi utilizzateé2round PCR dei gerGW2
L To Dimensioni
Esone Oligo forward (5'-3’) Oligo reverse (5'-3) .
annealing. bp
2 CCTGITCCTAAAAAATGCATGI T TAACAAGTAACACACAATCACTGG 60 143
3 TAGGTGCAAATTTCCTTACATGIC CAGGATATTTGAAACAAGAACAGAGA 60 127
4 GGGECCTTGTCAATTCTCAC AGTAATGAATTTGGCTTTCTAATATCAAC 60 185
5 TGITGATATTAGAAAGCCAAATTCATTTAC | CAGATTAAACTACAGAAAAATTGACATTAT 60 259
6 CGACAAATGTACACATTTAATAATGTCAA CATAAAACAACATACCAAGTATGATGGA 60 214

3.5.3. Analisi HRM

Le piastre PCR sono state brevemente centrifuggténgli sottoposte all’analisi HRM utilizzando lo
strumento LightScanner (Idaho Technology, Incgampioni sono stati riscaldati in un intervallo di
temperatura variabile tra 70°C e 99°C. La denatongz degli ampliconi comporta il rilascio
dell'LCGreen e lo strumento registra la diminuziated’emissione di fluorescenza all’aumentare delle
temperatura. | dati ottenuti sono stati analizzatilizzando il software LightScanner®. La
normalizzazione e la determinazione dell'intervalictemperatura delle curve dielting sono state
eseguite secondo le istruzioni riportate nel mamuaa&llo strumento. Sono stati utilizzati due divers
modi di visualizzare i dati: le curve thelting normalizzate (F/T) e le curve differenziadR/T). Le
curve dimelting normalizzate mostrano il cambiamento dei valoril@hrescenza, in ogni campione,

durante la denaturazione dei prodotti PCR all’ausrendella temperatura. Le curve differenziali
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mostrano la differenza relativa di fluorescenzacidiscun campione rispetto ad un campione di
riferimento. In accordo con il manuale dello strumoe valori di AF di 0,05 sono stati considerati
significativi e i campioni corrispondenti putativiutanti.

| due genotipi putativi mutanti, costituentipbol, sono stati sequenziati per identificare qualeddei
contiene lo SNP. La scelta dei primer usati nelisagiamento si & basata sul criterio di copertura d

tutto I'esone includendo i siti diplicing

3.6. HRM genotyping

HRM genotpynge stato utilizzato per la genotipizzazione delld¢anioni d’interesse all'interno di una
popolazione segregante. Per ogni mutazione anadiZzatata effettuata una prima PCR per produrre
frammenti allele specifici, come descritto per ILIING. Gli ampliconi della prima PCR sono stati
diluiti 60 volte ed 1 pl & stato utilizzato comenggato per una seconda PCR (vedi paragrafo 3GIR).
oligonucleotidi per la Nested-PCR sono stati disgigadiacenti allo SNP da analizzare ed amplificano
piccoli ampliconi (50-100bp). L’analisi HRM é statandotta come descritto precedentemente. Per lo
studio delle curve dmelting & stato utilizzato il programmamplicon genotypinglello strumento

LightScanner. Gli oligonucleotidi specifici pemiblimorfismo analizzato sono riportati in tabellda2

Tabella 3.12 Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazen

Gene Mutazione 1" round PCR (5'-3") Nested-PCR (5'-3")
SBElla-A| SBElla-A Fw- GTTCGAAAATGCTACATGCTCA Fw- TGGCACTGATACACATTACTTCCAC
Rv- GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC | Rv- ACATACTTCOCAACTCOCATAGTT
SVEMS 1433| Fw GTTCGAAAATGCTACATGCTCA Fw- ATAATGGCAATCCAGGAGCA
B Rv- GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC | Rv- TGAAGAGGOGCATACAGAAA
SBElla-B| SBElla-B Fw- ATGTGGTGGATGGGT TATGG Fw- CCATCTGGTGTGAAGGATTCG
Rv- TCCATAGAATAAACCATCAGACCG Rv- CACCTGGAGCCTGCACAGA
GW2-B | GW2-BGI88t | Fw AAGCAGCATTCCAATTGATGG Fw- CTTACAATTTACTATGT TCGT TGCAGT
Rv- TCOCTGCTTTTAGAGTAGCTGTCATCTG | Rv- GTTAGOCTGAGCAGAACATGAAG
Gw2-B_Poe Fw- AAGCAGCATTCCAATTGATGG Fw- TCOCTGTCCTAAAAAATGCATG
Rv- TCOCTGCTTTTAGAGTAGCTGTCATCTG | Rv- CTGTACATATCCOCT TTOGAGCAAC

3.7. Metodi per la determinazione delle proprieta chimio fisiche del’amido

3.7.1. Isolamento e purificazione dell’amido (Dought Methal)

La metodica descritta di seguito é utilizzata peolamento dellamido da quantita relativamente
piccole (25g) di sfarinato di frumento.

La metodica consiste di cinque fasi:

1) Formazione dell'impasto a partire dallo sfarm@i0% circa di acqua).

2) Separazione dellamido dal glutine attraverpetuti lavaggi in fase acquosa dell'impasto.
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3) Sedimentazione dell’'amido attraverso ripetutigaggi di centrifugazione.
4) Eliminazione dello strato superficiale di colgrgio-giallo.

5) Essiccamento all’'aria dell’amido isolato.

3.7.2. Isolamento dei granuli di amido

I granuli d'amido sono stati isolati da mezza cside come descritto da Zhao e Sharp (1996) canalc
modifiche. Le mezze cariossidi senza embrione stéie macinate in mortaio e lo sfarinato posto in
provette contenenti 1 ml di-B. | campioni sono stati lasciati a 4°C per tudtadtte. Il giorno seguente

i campioni sono stati agitati sul vortex, centriitigper cinque minuti a 13,000 rpm eliminando il
surnatante. Al pellet sono stati aggiunti, per doige, 300ul di H2O, il tutto & stato mescolato in modo
da rompere tutti gli eventuali grumi, e lasciatdiseentare per un minuto. | granuli d'amido costatdr

in sospensione sono stati stratificati su 1 ml dCN5 M (Mohammadkani et al. 1999), centrifugati pe
cingue minuti a 13,000 rpm eliminando successivdegsurnatante. Ogni campione é stato lavato per
due volte con 1 ml di un tampone composto da T@-6b mM pH6. 8;2. 3% SDS; 1 % ditiotreitolo
(DTT) e 10% glicerolo, e per tre volte con 1 mIHRO. Ad ogni passaggio € stato agitato su vortex,
centrifugato per cinque minuti a 13,000 rpm elimida il surnatante. Infine & stato aggiunto 1 ml di
acetone allontanando il surnatante dopo centrifogaza 13,000 rpm per 10 minuti. | granuli di amido

cosi isolati sono stati lasciati seccare per aircara all'aria, e conservati poi a -20°C.

3.7.3. Determinazione dell’amilosio

La determinazione del contenuto di amilosio e séstaguita attraverso una versione modificata del
metodo di Chrastil et al. (1987).

Estrazione dei lipidi

15 mg di amido purificato di ciascun campione (& itepliche) sono stati immersi in una soluzione
acquosa all’85% di metanolo e tenuti in un bagnafio temperatura di 60°C per 30 min; i campioni
sono stati vortexati ad intervalli di tempo di 5Snnpier favorire la solubilizzazione di lipidi. | cgmoni
sono stati centrifugati, in tubi di vetro pyrex,2&00 g. Il solvente & stato rimosso delicatamente
utilizzando una pipetta da 1ml; alla fine é stditizaata una siringa da 1 ml con ago facendo attere

a non toccare il pellet di amido presente sul fohdampioni sono stati asciugati all’aria.

Solubilizzazione dell’amido.
I campionilipid free sono stati solubilizzati in 2 ml di NaOH e 4 mlIHHO e tenuti in un bagnetto alla
temperatura di 95°C per 30 min; i campioni sont stascolati con il vortex ad intervalli di tempo d

2 min per favorire la completa solubilizzazionel'detido.

Determinazione dell’amilosio
Di ogni replica 0,1 ml sono stati trasferiti in nnovo tubo contenente 5 ml di TCA 0, 5% (acidddriz

acetico). Sono state prodotte due repliche pecerasampione.
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Le soluzioni sono state agitate con il vortex; imscun campione sono stati aggiunti 0,05 ml di una
soluzione 0,01N#KI. | campioni sono stati nuovamente agitati imtea. Dopo 30 min & stata misurata
I'assorbanza a 620 nm. Come bianco é stata utifiz4# distillata e amido purificataaxyall’'0% di

amilosio. Per ciascun campione sono state utikzdat repliche.

Retta di taratura

Un campione di 15 mg di amilosio puro di patatayf® Aldrich) e un campione di 15 mg di amido
waxy purificato (da frumento duro o tenero) sono giaticessati come descritto sopra.

E stata quindi generata una retta di taraturazeéifido diverse miscele dei campioni di amilosia e d
amidowaxycome descritto in tabella 3.8. | valori delle pertceli di amilosio di ciascun campione sono

stati determinati utilizzando I'equazione dellaaet calcolando le opportune medie.

Tabella 3.8.Descrizione della retta di taratura utilizzata leeleterminazioni del contenuto di amilosio.

% Amilosio totale Volume Amilosio (ul) Volumewaxy (ul) H20
0 0 0 100
0 0 100 0
20 20 80 0
40 40 60 0
60 60 40 0
80 80 20 0

3.8. Programmi Bionformatici

3.8.1. Predizione struttura secondaria delle proteine

La struttura secondaria delle proteine é statagpr@dttraverso I'utilizzo del programma bioinfotina
GORIV disponibile in rete (Garnier et al. 1996).

3.8.2. Analisi filogenetica della proteina GW2

Le sequenze delle proteine omologhe GW2 in diveserie di graminacee sono state ricercate e
scaricate al sito NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.dpvil multiallineamento di tali sequenze é stato
eseguito con ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Towmisa/clustalw2/) ed utilizzato per generare I'albero
filogenetico consenso attraverso il software GameidR7 (http://www.geneious.com/) usando
rispettivamente Jukes-Cantor e Neighbor-Joiningecomodello di distanza genetica e metodo per la
costituzione dell'albero. L'analisi filogeneticastata eseguita in accordo a 1000 repliobetstrap Le
sequenze proteiche utilizzate per il multiallineatoee I'analisi filogenetica sono riportate in thhe
3.13.
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Tabella 3.13Informazioni delle proteine omologhe GW?2 utilizzgter I'analisi filogenetica.

|

Nome proteina| Codice GenBankl Lunghezza proteina (34 Specie
TuGW2 * 424 T. urartu
TaGW2-A AFU88754.1 424 T. aestivum
TaGW2-B AFU88755.1 424 T. aestivum
OsGW2-| ABO31101.1 425 O. sativa Indica
OsGw2-J NP_001046414.1 423 O. sativa Japonicd
ZmGw2-ch.4 AFW65938.1 430 Z. mais
ZmGW2-ch.5 AFW71120.1 428 Z. mais
BdGW?2 XP_003571977.1 424 B. distachyon
HvYrgl ABY51682.1 424 H.vulgare
SbGW?2 XP_002453598.1 428 S. bicolor
SiGW2-1 XP_004951329.1 429 S. italica
SiGW2-2 XP_004951330.1 428 S. italica

* Sequenza ottenuta dgénome draftli Triticum urartu(Ling et al. 2013).
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4. Risultati

4.1. Costituzione della popolazione TILLING in frumento duro

In collaborazione con la ditta “Societa Produt®ementi S.p.A.” (PSB, Bologna, Italia), nell'ambito
del progetto AGER (Agroalimentare e Ricerca) "FRGEED TO PASTA - Multidisciplinary
approaches for a more sustainable and high quaditym wheat production” e stata sviluppata una
popolazione mutagenizzata di frumento duro. Ciergimila semi della cultivar Svevo sono stati att
con una soluzione di EMS (Figura 4.1). Le 4766 fg@dvw risultanti dal trattamento sono state allevate
in serra e attraverso il metodo di selezione SSiDgle Seed Descé@r#ono state ottenute 3996 piante
M.. Da tali individui é stato estratto il DNA genomiche é stato utilizzato per le successive analisi
genetiche mediante l'approccio TILLING. Delle p&aiM,, 1214 sono risultate sterili o sono morte nelle
fasi iniziali di sviluppo, mentre 181 hanno prodatteno di quattro semi e non sono state fatte avanz
alla generazione MBovina et al. 2014). Durante la stagione 2012<iate allevate 2601 famigliesM
2300 in pieno campo e 301 in camera di crescitdotie, 117 famiglie (4,9%) hanno mostrato un
fenotipo letale e non hanno raggiunto la genera&zidn Le rimanenti 2484 famiglie Msono state
raccolte, campionate e caratterizzate a livellofipico per diversi caratteri, come la morfologilld

pianta, del seme, le caratteristiche qualitatilerese (Figura 4.1; Bovina et al. 2014).

@

EMS treatment
20,000 M, .
(0.7 %; 16 h)
seed 4,766 M,
/(" TILLINGRESOURCE ) Chimericplant
Forward genetics Reverse genetics
SSD
:::Ei.zm: 770 seeds not
oot EE:.EE.:EE germinate
Summer  Seed-bank of 2,484 40 Plates for
| 2012 abmb of M4 famlies HRM analyses
Spike collection for Leaves collection for
seed storage DNA extraxtion

Spring/summer
2012

2011

First spike every
2,601 M, mutant line 3,996 M,
mutant families mutant plant

Figura 4.1. Schema dello sviluppo della popolazione TILLING@imento duro cv Svevo. Tratto da Bovina et al. @01
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4.2. Caratterizzazione genetica della popolazione TILLING di frumento duro

Lo screening molecolare della popolazione TILLINGtato effettuato spool di DNA genomico
composti da due individui MLa scelta di costituire dppol di tale entita & stata effettuata considerando
I'elevato tasso di mutazione solitamente asso@giopolazioni di specie poliploidi mutagenizzata co
EMS (Slade et al. 2005). Inoltre nel TILLING, I'liizo di pool composti dal DNA di almeno due
individui € funzionale all'individuazione di SNPt@verso la formazione di una molecelaroduplex
tra il filamento a singola elica dell’amplicone &d il corrispondente del genotipo mutante. La t&gni
HRM é stata utilizzata per I'individuazione dell@tazioni puntiformi attraverso il confronto dei fitio

di denaturazione degli ampliconi generati per PQResregioni target del gene di interesse. La
lunghezza ottimale dei prodotti PCR analizzati itatHRM € compresa tra 50 e 500 bp. Tali frammenti
sono stati prodotti attraverso una strategia dit®dePCR a partire da ampliconi genoma-specifici piu
estesi.

Lo screening della popolazione TILLING e stato cmttal per due gentarget SBElla e GW2
rispettivamente coinvolti nella via biosintetical@enido e nella regolazione delle dimensioni della

cariosside.

4.3. ldentificazione di nuove varianti alleliche nei genSBElla

Il frumento duro, essendo tetraploide, ha due oftedo&BEIlla Con lo scopo di individuare mutazioni
puntiformi nei due genSBElla-A e SBEIlla-B la popolazione TILLING di frumento duro € stata

analizzata attraverso l'utilizzo del’HRM. Il pragmma CODDLE (www.proweb.org/coddle/) e stato

utilizzato per determinare le regione dei due orthelbeSBEIlla piu adatte all’analisi TILLING, in
termini di probabilitd di individuare mutazioni dé&trie. Questo programma fornisce indicazioni
sull’effetto delle mutazioni missenso in base aifermazioni presenti nelle banche dati e sul grdido
conservazione delle posizioni amminoacidiche rediguenza della proteina d’interesse. Il programma
CODDLE necessita come “input” sia la sequenza gedal gendargetsia quella proteica, e si basa
sulla conoscenza del tipo di transizione indotiardétamento con I'agente EMS {&A e C—T). Con
I'analisi CODDLE sono state identificate le regidamieressate dalla presenza dei tre domini consgrva
indicati con le sigle IPB004193, IPB006048 e IPBR®® e corrispondenti rispettivamente al dominio
N-terminale caratteristico della famiglia degli anzglicoside-idrolasi, al dominio C-terminale e al
sottodominio catalitico deli-amilasi. In figura 4.2 sono rappresentate le m@gamnservate dei tre
blocchi allinterno della sequenza amminoacidichetezima SBEIla-A; I'analisi dell'enzima SBElla-

B ha dato un risultato identico.
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Figura 4.2. Identificazione delle regioni conservate corrispamtiiai domini IPB004193, IPB006048, IPB006589 aléimo
della sequenza amminoacidica dell'enzima SBElla\rdgioni sottolineate indicano i domini conservatesidui in verde
indicano le posizioni amminoacidiche che sono nmaggénte conservate all'interno del blocco; gli amoaicidi in rosso
corrispondono ai residui meno conservati e predsgere non fondamentali per il funzionamento eletima.
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Complessivamente, sono stati analizzati quattrdiaotp di dimensione differente, tre per 'omeoédle
SBElla-Aed uno pefSBElla-B(Figura 4.3). Ogni amplicone é stato ottenuto ettrso una strategia di
Nested-PCR. Gli amplificati allele specifici sondats ottenuti tramite ['utilizzo di primer
precedentemente messi a punto nel nostro labargtoiticella et al. 2011). Tali frammenti sonotsta
utilizzati come DNA stampo nella reazione di Neg®&R per produrre ampliconi di dimensioni

comprese tra 130-300 bp, corrispondenti alla reggemica di un singolo esone.

10 11 12 13 14 15 17 1819 20 21 22

—I—I—I—I—II—II—IHII-IIIII-I—I—II—

10 11 12 13 14 15 16 17 1819 20 21 22

—I—I—l—I—lHHI-IIHlI

Figura 4.3. Schema dei frammenti PCR amplificati dalle coppielidionucleotidi genoma specifici per i due omeelall
SBElla | rettangoli in grigio rappresentano gli esorirégioni introniche sono rappresentate dalle lorezzontali trasversali
agli esoni. La numerazione si riferisce alla pasizi degli esoni all'interno del gene. Le frecceasso ed in verde indicano
gli oligonucleotidi specifici rispettivamente pdrgenoma A e B. Per l'allele A sono evidenziati arimenti PCRA @5
contenente gli esoni 2, 3, 4,49 contenente gli esoni 6, 7, 8, A&13) contenente gli esoni 10, 11,12,13. Per l'allele B il
frammentoB“-9) comprende gli esoni 4, 5, 6, 7, 8, 9.

4.3.1. Nuove varianti alleliche identificate per i due genomeologhiSBEIla

L'analisi HRM ha permesso l'identificazione di dige curve dimelting, con un profilo di tipo
gaussiano, che corrispondevano alla presenzardetkzione (Figura 4.4). Curve con un profilo altera

o inferiore ad una differenza di fluorescenza @bGsono risultati falsi positivi.

La presenza di una molecateroduplexprovoca uno spostamento della cunRIT a temperature piu
basse; infatti la curva di una molecola che presibntis-matchinterseca le curve dei campioni normali
perché & caratterizzata da un abbassamento repeaidila fluorescenza dovuto alla presenza della
mutazione puntiforme nell’amplicone in esame. Anlgheurve che presentano uno SNP in omozigosi
presentano, nel nostro caso, un abbassamentdldetiescenza piu rapido rispetto ai campioni normal
tale andamento é tipico del trattamento con EM$, mrlovocando transizioni del tipo-€T e G-A,
porta ad un abbassamento della temperatureetfingdella molecola.

Tutti i campioni, che presentavano una differenZéudrescenza superiore a 0,05 rispetto al cangion
di riferimento, sono stati scelti come putativi st e confermati tramite sequenziamento. Attravers
il confronto della sequenza nucleotidica del mwtacdn quella del genotipo normale, sono state
individuate mutazioni sia omozigoti sia eterozig@oppio picco all'interno dell’elettroferogramma)
(Figura 4.5).
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Figura 4.4. Analisi HRM della popolazione TILLING M Attraverso il software Light Scanner sono stgiitificate due
mutazioni (curve rosse). Le linee grigie rappreseatgli individui wt.
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Figura 4.5. Esempio di caratterizzazione di due mutanti. Attrao il sequenziamento e la successiva analisii deg
elettroferogrammi & possibile distinguere una maotezomozigote (freccia blu) da una mutazione etgate (freccia rossa).
La prima appare come umis-matchella sequenza consenso portando una base diffeigpetto alla sequenza wt; la seconda
appare come un doppio picchio nell’elettroferograanm

In tabella 4.1 sono riportati i dati riguardanthilmero di piante analizzate ed i mutanti iderdifiper
ciascun omeoallel8BElla In totale, sono state individuate 39 varianglidhe perSBElla-Ae sei per
SBElla-B.In funzione di tali risultati & stata calcolataaunequenza media di mutazioni, associata alla
popolazione TILLING, di circa uno SNP ogni 50,5 Hla quasi totalita delle mutazioni é localizzata
nella regione codificante. Tutte le mutazioni soisaltate essere transizioni del tipe-T e G—A in
accordo con l'effetto del trattamento con il mutag&MS, (Greene et al. 2003; Till et al. 2004).

Tabella 4.1.Numero delle mutazioni identificate per ogni aroplie analizzato. La frequenza di mutazione assoaitd
popolazione & stata calcolata secondo la seguemteulfa: (dimensioni regione analizzata in bp) x (M piante
analizzate)/(numero di mutanti identificati).

Amplicone | Dimensioni N° di piante Mutazioni | Frequenza di mutazione
(bp) analizzate (1/kb)
ACH 493 1288 15 1/45
AG9) 358 1298 12 1/38
AlCLY) 498 1204 12 1/49
B“9 500 850 6 1/70
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Le nuove varianti alleliche identificate sono statealizzate attraverso I'applicazione PARSESNP
(Tabella 4.2). Questo programma € stato particaaten utile per valutare I'effetto delle mutazioni
missenso. | valori di PSMM e SIFT mostrati in tddet.2 forniscono un’indicazione della severita
dell’effetto della mutazione sulla funzionalita kelproteina. Per I'enzima SBElla-A sono state
identificate due mutazioni missenso (S321N e G36#Eominio N-terminale della glicoside-idrolasi
con valori di PSMM >10. In particolare, la mutazo®364E (SVEMS_1433) mostrava un valore di
PSMM uguale a 30 ed un valore di SIFT pari a 0.S@uenutazione porta ad una transizione&
nell'esone dieci in una posizione adiacente aldiigplicing Nella pianta Midentificata, tale mutazione

e risultata essere in condizione omozigote. Nessnatzione missenso, predetta deleteria per la
funzionalita della proteina, & stata trovata nefima SBElla-B. Sono inoltre state identificate
rispettivamente 11 mutazioni silenti per i due oailedi (10 perSBEIla-Ae 1 pelSBEIlla-B (Tabella
4.3).

Tabella 4.3.Mutazioni identificate per i due omeloall&BElla

Non Siti di
Gene - _ Silenti Missenso Non senso o
codificanti splicing
SBElla-A 5 10 23 1 0
SBElla-B 2 1 2 1 0
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Tabella 4.2. Analisi delle varianti alleliche identificate cdinprogramma PARSESNP. Nella prima colonna (Cambiamen
nucleotidico) e riportata la mutazione nucleotidicta relativa posizione a partire dal’ATG dellegaenza genica, mentre
nella seconda colonna (Effetto) € riportata lais@bne amminoacidica che ne scaturisce e laivalpbsizione nella sequenza
proteica. La presenza della mutazione in una zonmacodificante € indicata con Introne, mentre lanfazione di un codone
di stop con l'asterisco (*). | valori PSMM vengommstrati per le mutazioni missenso che cadonatgrno di un Blocco-
dominio conservato; valori di PSMM>10 (in rossodizano che la mutazione provoca un profondo camdrigonrispetto al
Blocco di riferimento; i valori <0 (in verde) indiea SNP che rendono la proteina piu simile al blatiogferimento.

SBEIla-A SBEIIa-B
C:::Tll; ':t’l'::l:? Effetto |PSSM| sift Zigosita i’:l“c'i '::::l'c’:’ Effetto |PSSM| sift Zigosita

G511A AS0T Eterozigote C1547T H176Y Eterozigote
C513T A50= Eterozigote C1589T L190F Eterozigote
C516T V51= Eterozigote C1603T R194= Omozigote
G526A AS55T Eterozigote G1642A Introne Omozigote
G3566A S68N -16.8 | 0.04 Eterozigote C2466T Introne Eterozigote
G586A A75T Eterozigote G2587A W272* Eterozigote
G588A A75= Omozigote
G909A A91T Omozigote

C1000T T1211 Omozigote

G1008A V1241 Eterozigote

G1531A S164N Omozigote

G1531A S164N Omozigote

G1541A R167= Eterozigote

G1612A G191E Omozigote

C1834T H209Y 5.1 0.34 Eterozigote

G2482A Introne Omozigote

G2486A Introne Eterozigote

C2504T Introne Omozigote

G2510A Introne Eterozigote

G2566A R258= Eterozigote

G2583A G264D Omozigote

G2974A K297= Omozigote

C2990T P303S Eterozigote

C2990T P303S Eterozigote

C2990T P303S Omozigote

C2997T P305L Eterozigote

G3019A R312= Omozigote

G3045A S32IN 15.8 0.02 Eterozigote

G3881A V33™™M 1.0 0.15 Eterozigote

G3901A R343= Omozigote

G3937A Q355= Omozigote

C3954T A361V 5.1 0.46 Omozigote

G3963A G364E 30.0 0.00 Omozigote

G5181A G416D Eterozigote

G5242A W436* Omozigote

C5401T L460F 3.8 0.45 Eterozigote

G5438A G472E Eterozigote

C5445T T474= Eterozigote

G5480A Introne Eterozigote
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4.3.2. Mutazioni nonsenso identificate per gli omeoallelSBEIla-A e SBEI1a-B

Per ciascuno dei due omeoall8BElla e stata identificata una mutazione nonsenso, dersa
responsabile della perdita della funzionalita detlateina a causa della formazione di un codossogi
prematuro (Tabella 4.2; W436* e W272* rispettivaneeper SBElla-A e SBEIlla-B). Per l'allele
SBElla-Aé stata identificata una transizione-@ che ha causato la formazione di un codone di stop
prematuro (TGA) nell'esone Xl (SBElla-A Anche per l'alleleSBElla-B una transizione GA
provoca la formazione di un codone di stop prentefi6&A) nell’esone VIII (SBElla-B. La mutazione
nell’allele del genoma A e risultata essere in cigog, mentre la mutazione dell’alle®BElla-Bé
risultata eterozigote. In figura 4.6 é riportatafgramente la posizione di tutte le mutazioni idfergte

nella sequenza genica degli omeoalsBElla-Ae SBEIIa-B

fe2
=
J £ |SBEIla-A
Al S O S ‘4 |
8
L S |SBEIla-B
5 |

Figura 4.6. Rappresentazione grafica delle mutazioni individyer i due omeoalleBBElla-Ae SBEIIa-B Le linee in verde

rappresentano le regioni del gene interessate piak®enza dei domini conservati. | triangoli rivelirso I'alto rappresentano
i polimorfismi localizzati nelle regioni esonichiefriangoli in rosso mostrano le mutazioni deletanbn senso; i triangoli in
nero e in viola rappresentano rispettivamente leamioni missenso e le mutazioni silenti.

4.3.3. Analisi delle mutazioni nonsenso e deleterie nelfarogenie Mz e nelle popolazioni
segreganti

Al fine di selezionare gli individui che presentagde mutazioni di interesse in omogizosi, all'mie
delle progenie Mo in popolazioni segreganti, & stato messo a puntsaggio di tipo PCR-MAS
(Marker Assisted Selectiprbasato sullo studio delle curve whielting (HRM genotyping. Questo
metodo, richiede la produzione di frammenti gen@peeifici compresi tra 50 e 100 bp, in cui lo SNP
ricade in posizione centrale nell’'amplicone di ietse (Figura 4.7). Questo saggio e stato utibizzet
analizzare le mutazioni SBElla-ASBElla-B e SVEMS 1433.

Per ottenere un amplificato omeoallele-specifictada effettuata una prima PCR utilizzando i primer
riportati in tabella 3.13. In seguito, 'amplicon&enuto é stato utilizzato come DNA stampo per una
seconda reazione PCR finalizzata alla produzioriedimenti corrispondenti alle dimensioni ottimali
per la tecnica del HRMenotyping(Figura 4.7). Per validare questo saggio, € stiatita una piastra
PCR con genotipi noti per la mutaziodBBEIla-A. | genotipi omozigoti mutanti, wt ed eterozigain®

facilmente distinguibili in quanto mostrano curniareltingdifferenti (figura 4.8).
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Figura 4.7. Immagine illustrativa della strategia utilizzater gselezionare la mutazione in omozigosi nelle @nég Ms o in
popolazioni segreganti. Con le frecce in giallo samdicati gli oligonucleotidi allele specifici uidizati per amplificare il
frammento contenente la mutazione. Le frecce éételitano i primer utilizzati per amplificare itdmmento di circa 50-100
paia di basi contenente lo SNP (indicata con la ¥08s0).
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Figura 4.8. Analisi HRM genotypingutilizzata per i genotipi del mutante SBElla-Ra griglia a sinistra mostra i campioni
analizzati. Le curve sulla destra mostrano le cdiveelting In grigio, blu e rosso sono indicati rispettivarteei campioni
wt, omozigoti (Omo) ed eterozigoti (Etero) per latazione di interesse.

4.3.4. HRM genotyping della famiglia M3 segregante per la mutazion&BEI | a-B

La linea SBElla-B ha presentato nella popolazione; Mnalizzata la mutazione in condizione
eterozigote. Attraverso I'uso dellHRMenotypinge stata analizzata la progenie Bllo scopo di
individuare piante omozigoti per tale mutazione.

L'analisi di 38 individui della progenie MSBEIIa-B ha permesso di identificare 7 piante omozigoti

per la mutazione di interesse, 18 eterozigoti etl@igura 4.9).
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Figura 4.9. Analisi HRM della progenie bdel mutante SBEIla-BLa griglia a sinistra mostra i campioni analizzia¢ curve
sulla destra mostrano le curverdelting In rosso, blu e grigio sono indicati rispettivarteei campioni wt, omozigoti (Omo)
ed eterozigoti (Etero) per la mutazione di integess

4.3.5. Piramidizzazione delle mutazioni di interesse peBBElla-A e SBEIlla-B

Allo scopo di ottenere una linea doppialli per entrambi gli omeoalleBBEllae per studiare gli effetti
fenotipici della mutazione SVEMS_ 1433, predettaetizia per la funzionalita della proteina, sondi sta
effettuati gli incroci riportati in tabella 4.4. Llmante k ottenute da tali incroci, per autofecondazione,

hanno generato le progenigdegreganti per le mutazioni di interesse

Tabella 4.4. Schema degli incroci effettuati per piramidizzégemutazioni di interesse individuate per i g8&BElla-Ae
SBElla-B

Incrocio Genotipo 1 x Genotipo 2
1 SBElla-A x SBElla-B
2 SVEMS_1433 x SBElla-B

4.3.6. Analisi genotipica delle popolazioni segreganti flerivanti dalla piramidizzazione delle
mutazioni di interesse perSBEIla-A e SBEIla-B

L’HRM genotypinge stato utilizzato per analizzare le popolazi@greganti Ederivantidagli incroci
descritti in tabella 4.4. In accordo con la leggessortimento indipendente dei cromosomi, ogni 16
piante analizzate é attesa una pianta omozigotke peuatazioni in entrambi i genomi.

Su 176 piante analizzate BBElla-Ax SBElla-B, 11 piante hanno mostrato un genotipo mutante
doppionulli (SBElla-AB") e 14 sono risultate wt per entrambi gli omeoalled differenza tra le piante
attese e quelle osservate non é risultata sigtifac§2=8,02, p>0,05).

Per I'incrocio SVEMS_1433 x SBElla-Bono state analizzate 113 piante di cui cinque sisultate
omozigoti per entrambe le mutazioni e sei wt petragnbi gli omeoalleli. Questi numeri sono
significativamente diversi dal risultato atteso lgesegregazione mendeliana di due carati2ri{9,60,
p<0,05).
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4.3.7. Analisi di espressione degli omeoalleB8BEIlla nei genotipi singoli e doppiaulli

Sulle linee singolawlli SBEIIa-A e SBEIIa-B e sulla linea doppiaulli SBEIlaAB" & stata condotta
un’analisi d’espressione dei due omeoalBEIlla L'analisi ha avuto lo scopo di verificare se le
mutazioni, responsabili della formazione dei codbirsitop prematuri, avevano un effetto sul livelk
trascritti. L'analisi & stata condotta sul cDNA diei genotipi sintetizzato mediante RT-PCR a partir
dall’RNA isolato dalle cariossidi immature allo dta di 14 giorni post-antesi (14 DPA). Per I'analis
di espressione quantitativa real-time PCR (qRT-P&Rp stati utilizzati primer omeoallele-specifici
precedentemente disegnati nel nostro laboratondti(®lla et al. 2011). Il gene della Gliceraldelkle
Fosfato Deidrogenasi (GAPDH) é stato utilizzato edrause keepinger normalizzare le quantita di
cDNA.

SBEIla-A SBEIla-B
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Figura 4.10.Analisi di espressione qRT-PCR dei geni omeol@BElla-Ae SBElla-Bcondotta su cariossidi immature (14
DPA) della cultivar Svevo wt (WT), del mutante sahgnulli per il genoma A (SBElla-A, del mutante singolaulli per il
genoma B (SBElla-B e del mutante doppioulli per entrambi gli omeoalleli (SBEIlIa-B). | dati sono presentati come la
media * I'errore standard della media.

Se confrontato con il wt (cv Svevo), il livellotdascritto dell’alleleSBEIIa-Aha mostrato una riduzione
dell’83% nel genotipo SBEIla-Ae dell’'85,5% nel doppiowulli SBElIaAB" (Fig. 4.10). Per I'allele
SBEIlla-B sono stati ottenuti risultati simili. La sua esgiene, rispetto al wt, e risultata ridotta
dell’'87,7% nel genotipo SBEIla-® del 54% nel doppioulli SBEllaAB" (Fig. 4.10).

4.3.8. Analisi al microscopio elettronico a scansione (SEMlei granuli di amido delle linee
mutanti di interesse

Attraverso I'analisi al microscopio elettronicoaasione, é stata caratterizzata la morfologigmiuli
di amido della linea doppioulli SBElla-AB-, dei singolinulli SBEIla (SBElla-A e SBElla-B) e del
mutante SVEMS_1433 (Figura 4.11). Tale analisi batnato profonde alterazioni nella morfologia dei
granuli di amido di tipo A sia del mutante doppidli SBEIlla-AB- che del mutante SVEMS_1433. In

queste due linee, i granuli sono risultati defoimatesentando una forma irregolare ed appiattita,

85



rispetto alle linee wt (WT e WT nulli). Le linesulli parziali SBElla-A e SBEIla-B hanno invece

presentato dei granuli che non mostravano differesignificative rispetto al nulli segregante eeval

4.3.9. Determinazione del contenuto di amilosio nelle liremutanti di interesse

Al fine di valutare l'effetto del silenziamento dgni SBEllasulla composizione dell'amido, é stato
determinato il contenuto di amilosio in tre linemredle doppionulli SBElla-AB-, nei singolinulli
SBElla (SBElla-A e SBEIla-B) e nella linea mutante SVEMS_14&3gura 4.12).
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Figura 4.12. Analisi del contenuto di amilosio condotta su @ssidi mature del genotipwlli segregante wt (WT nulli), del
mutante singolaulli per il genoma A (SBElla-A, del mutante singofiulli per il genoma B (SBElla-§ del mutante doppio
nulli per entrambi gli omeoalleli (SBElla=B; tre linee) e del mutante deleterio per il gendx&VEMS_1433). | dati sono
presentati come la media + I'errore standard deidia.

La linee singolonulli SBElla-A e SBEIlla-B non hanno mostrato una variazione del contenuto di
amilosio significativa rispetto alla linea nulliggegante wt. Invece, le tre linee sorelle doppidii
SBElla-AB hanno mostrano un aumento del contenuto di amitispettivamente del 158%, 162% e
179%. Infine, inaspettatamente, l'incremento piol @l contenuto di amilosio (189%) é stato osderva

nella linea mutante SVEMS_1433.
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Figura 4.11. Analisi SEM dei granuli di amido nelle cariossidature della cultivar Svevo wt (WT), del genotipolliin
segregante wt (WT nulli), della linea doppialli SBEIIa-AB-, dei singolinulli SBEIlla (SBElla-A e SBEIlla-B) e del mutante
SVEMS_1433.
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4.3.10. Sequenziamento dell'alleleéSBEIla-B nella linea SVEMS_1433

La linea SVEMS_1433 ha presentato una morfologiagdmuli di amido ed un contenuto di amilosio
simile al mutante doppioulli SBElla-AB . Per indagare il motivo di questo interessantetipo si &
ipotizzata la presenza di una mutazione deletenm®ro senso anche nellomeoall S8Ella-B Per
dimostrare questa ipotesi, & stato sequenzialel€ebBElla-Bsia della linea mutante SVEMS_1433
che del genotipo wt (cv Svevo) e sono state cotdtenle due sequenze per identificare possibili
polimorfismi.

La strategia utilizzata per il sequenziamento éele$BElla-Be schematizzata in figura 4.13. Il gene
e stato isolato attraverso la produzione di cinjammenti PCR (Figura 4.14), dalla cui unione si
ottenuta l'intera sequenza codificante il genetiliazo di almeno un oligonucleotide allele spewifi
per ciascuna amplificazione ha consentito di oteefilmmmenti PCR puri e corrispondenti al singolo
omeoalleleSBElla-B | cinque frammenti PCR coprono lintera regiondificante composta da 22

esoni. Tali ampliconi sono stati sequenziati adrag una strategia gene walking

1 2 3 456 78 9 10 11 1213 14 15 16 17 181920 2122
| - —) —
— — — 5
2 _— - 4
3

Figura 4.13.Rappresentazione schematica della strategia PCRatd per sequenziare il geBBEIla-Bsia nella linea mutata
SVEMS_1433 che nella cultivar Svevo. | rettangokreioni rappresentano gli esoni mentre le linee khcollegano
rappresentano le regioni introniche. | segmentimi rappresentano i cinque frammenti amplifipati PCR, le frecce colorate
i primer utilizzati sia per I'amplificazione chepé sequenziamento, mentre le frecce in nero sgramer interni utilizzati
solo per il sequenziamento.

M 1

o
w
ESN

3000bp

1500bp 3000bp

1500bp

Figura 4.14. Gel elettroforetico dei frammenti genoma specifianplificati per sequenziare I'allele SBElla-B ddlilaca
SVEMS_1433. | numeri in alto (1, 2, 3, 4, 5) cqeaadono ai frammenti amplificati che sono di risipaimente di 1655 bp,
1798 bp, 1970 bp, 1920 bp e 2900 bp; M, Marker Gieer 100 bp.

L’allineamento della sequenza dell’allk8Ella-Btra la lineaSVEMS_1433 e Svevo ha identificato
una sola mutazione in condizione omozigote neltiesb0. Questa mutazione € una transizioreAG
coerente con l'effetto del trattamento EMS appbagte piante, adiacente al sitosgilicingdell’esone.
L’analisi di allineamento delle sequenze ha mostche, nella linea SVEMS_1433illele A e l'allele

B del genéSBEllapresentavano lo stesso SNP nella stessa posi&anea 4.15).
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Figura 4.15.Allineamento tra le sequenze dell’'allele A e déiéke B della linea SVEMS_1433 e del wt Svevo. Ngladro
in rosso € evidenziato lo SNP che caratterizzaliada SVEMS_1433 presente in entrambi gli allefi.sequenza dell'allele
SBElla-A della linea SVEMS_1433 presenta lo SNP di interesa condizione eterozigote (doppio picco

nell’elettroferogramma). Nel box celeste sono ewiiati alcuni SNP che discriminano I'allele A dallele B.

4.3.11. Predizione della struttura secondaria delle proteie omeologhe SVEMS_1433

Attraverso l'utilizzo del programma bioinformati@OR IV (http://npsa-pbil.ibcp.fr/) & stato possibil
predire la struttura secondaria delle proteine dogg® SBEIlla-A e SBEIlla-B mutanti nella linea
SVEMS_1433 e confrontarle con le rispettive prateirt (SBEIlla-A_wt e SBEIlla-B_wt). L'analisi ha
mostrato che il cambiamento amminoacidico G364E pmita la perdita della formazione di due

foglietti B in corrispondenza della mutazione su entramtomioalleli (Figura 4.16).

[} 1‘80 2‘88 3‘08 4‘89 560 600 ‘

[} 1;30 2‘88 3‘88 = 4‘80 560 600 ‘

[} 1ee 2‘68 3‘88 4‘89 560 6680 ‘

e 168 2‘88 3‘88 = 4‘88 508 668 ‘
m random coil I alpha helix I extended strand

Figura 4.16.Predizione GOR IV della struttura secondaria dpfl@eine omeologhe SBElla-A_wt e SBElla-B_wt e delle
proteine mutate per il genoma A e B della linea migteSVEMS_1433. Il rettangolo in rosso mette irdewniza la regione
interessata dalla mutazione responsabile dellazianie di struttura secondaria delle proteine oogd® mutate SBElla-
A_SVEMS_1433 e SBElla-B_SVEMS_1433 se confrontateleaispettive controparti wt (SBElla-A_wt e SBEBa-wt).
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4.4. ldentificazione di nuove varianti alleliche nei genomeologhiGW2

Al fine di aumentare le rese in frumento & statardata nuova variabilita allelica per il geG&/2
regolatore negativo della grandezza della cariessigh nella popolazione TILLING di frumento duro

che nel mutante naturale a seme grande Lankaodali.

4.4.1. Isolamento dei geniGW2-A e GW2-B dalla cultivar Svevo di frumento duro

Le sequenze parziali dei geni omeoloGiw2-Ae GW2-Bsono state isolate dal DNA genomicoTldi
durumcv Svevaattraverso una strategia basata sulla PCR.

Ciascun gene é stato isolato attraverso la prodazild due ampliconi sovrapponibili dalla cui unione
si é ottenuta una regione rispettivamente di 4q®pdrGW2-Ae 4112 bp peGW2-B(Figura. 4.17).
Tale regione si estende dal 5’UTR fino al sestoestl primo frammento (Al e B1) di entrambi gl
omoeoalleli e stato isolato in due reazioni PCRpieddenti attraverso I'utilizzo di oligonucleotidi
genoma-specifici riportati nel lavoro di Su et(@011). L’analisi dell'allineamento tra le due segme
ha rilevato diversi polimorfismi (Figura 4.18), ligzati poi per il disegno degli oligonucleotifdirward
necessari per I'amplificazione dei frammenti A2 2 @igura 4.17) in combinazione comédverse
disegnati sul sesto esone delle sequenze di cDNgetheTaGW2 disponibili in banca datifaGW2-

A, GenBank acc. JN89662ZaGW2-B GenBank acc. JN896623). L'utilizzo di oligonudido
omeoallele-specifici per ciascuna amplificazione doamsentito di ottenere frammenti PCR puri e
corrispondenti ad un singolo alleBN?2

Al Bl M

3000bp

1500 bp

Figura 4.17.(a) Analisi elettroforetica dei frammenti A1 e B1® @2 e B2. Gli ampliconi Al e B1 sono di rispettivame
949 bp e 1275 bp; gli ampliconi A2 e B2 sono rispathente di 3256 bp e 3264 bp. M, Marker Genedli@3bp.

| frammenti nella figura 4.17a sono stati sequenaraverso I'utilizzo dei primer HAP-6A-P1F e

HAP-6A-P1R per l'allele A e TaGW2-6B-F e TaGW2-6BpBr I'allele B. Mentre per quanto riguarda
gli ampliconi della figura 4.17b sono stati inizi@nte sequenziati con i primer GwW532A-F e Gw-
NEWR per l'allele A e Gw532B-F e Gw2500-R per &l B. Per sequenziare gli interi ampliconi é

stata seguita una strategiagdine walking disegnando primer che permettessero di sequent@ar
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regione interna dei frammenti A2 e B2 ottenuti.dbauttura parziale dei geni e stata quindi ricatru
connettendo le sequenze dei due frammenti sovriippbse A2 per l'alleleGW2-Ae Bl e B2 per
l'allele GW2-B

G- A TTCCTTATAGCCAATGT GGTGAACATAGCAAATTGATTCCCCCGGGT TTGATTCCATGIG 60

(€ R R R R

G- A CTCTAGCCAAAATAGAT CAAATCAGCAAGATATCTTATGCTATGAATGGTGATAGTIGGIC 120

GR-B  --eeeeeee--- TAGATCAAATCAACAAGATATCTTATGCTATGAATGATGATAGTGGTC 48
khkhkkhkkhkkhhkhkhkhk *hdhhkhkhdhhkdhdhhhkhddhhhhdd *ddhhhddxdxrk

G- A GCTCATGT TCATCTCGACTGCCGAAATCATGTGCCCTTAGCGGACGT TGTACTCCTCGGC 180

GA2- B GCTCATGTI TCATCTCGACTGCCGAAATCATGT GCCCT TAGCGGACGT TGTACTCCTCGEC 108

B R R R R

oRe- A AGT GEOCACT ATCAACGAGCGEOGGECAGOCAAGACGAAGGGAT CCAT GCAGATCGTGAGC 240
G- B AGT GEOCACT AT CAGOGAGCGEOGE0GEE0CAAGECGAAGGGAT CCAT GCAGATCGTGAGC 168
kkkkkkkkkokkkkk kkk ok ok kkokkkk * Kk ok ok ok k IR R R R EEEEEEEEEEEEEREEEEEESE]
oRe- A AACOGTCCAT GOGT GGCT GCGRECAGACCGGAGCACGAGT AGGAGGOGGCAGATTCCACCA 300
G- B AACOGT CCAT GCACGGCT GCGGECAGACCGGAACACGAGT GBGAGGOGRCGGATTCG CCA 227
kkkkkkkkkkkk khkhkhkkkkhkkkkkkkkkxk * ok k ok ok k% * ok kok ok ok ok ok ok * ok k ok ok ok * % %
one- A TGGAAGGOCGAGGAGT GGCAAGGGTAGAGGT GGAT GCAGGAGGGAGGGEGEGAGAAAGEGEE 360
G- B TGGAAGGOCGAGGAGT GGCAGGGGTAGAGGT GTATGCAGGAGGEGAGGGAAGAGAAAGEGE 287
khkhkkkhkhkkhkhkhkkkhkhkkkkhdhkkxk kkkkkkkkkkk khkhkkkkkkhkkkkkkkxk * ok kk ok ok kkkok
oR- A TGGTGCT AT GRACCGOGGGEAGGEGAGGACGT GOCAGT GACGAGGGAAGCGAAGGGCGRAG 420
G- B TGGTGCT AT GECOCGOGEEACGRGAGGACGT GOCAGT GACGAGGGAAGCGAAGGGCGRAG 347
kkkkkkkkkk*x kkkkkkk*k ER R R R R R
oRe- A CGGCAGGAGGECCT GTCGGGT CGAT GAGAT CCOGT ACAGCAGCTCGCAACAAACCCTAGCT 480
G- B CGGCAGGAGGECCT AGCGGGT TGAT GAGAT CCOGT GCAGTAGCTCGCAACAAACCCTAGCT 407
khkkkhkkkhkkhkhkhkkkhkhkx *kkk*k khkhkkhkhkhkhkhhkhkhkkdkd **kk*k *Fhkdkhkdkddkhkhkhrdkdhkrxhxdkdxxkk%x
oRe- A CGOGCGAGAAGAGAGAGGGGAT GT TCGGAT CAAAGAGAGGACGAGAGAAAACCGGCGTGG 540
G- B CACGOCAGGAGAGAGAAGGGAT GT TCAGAT CAAAGAGAGAACGAGAGAAAACCGGCGTGG 467
* **k*k k% *kkkkkk*x khkhkkhkhkhkhkkhk *hkhkhkhkdkhkhkhkdddx *hkhkxhddkhkrkhxdkhkhxhxdkhxxkxkxx
oRe- A TAAGAAAAATCGAT- AAGGAAAGAACAT CGTATGAGT GGAGAAGGGT GAGACGAAAA- TA 598
G- B TAAGAAAAAT CGAT GAAGGAAAGGACAT CGTACGAGT GGGAAAGGGT GAGACGAAAAATA 527
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkdx *hkhkhkhkhhkx *hkkxkxkdkx*x khkkhkkhkkhkk F*hkkhkkdkkkkdkkhkhkkhkhkkxkx *%
oR- A AATCGAACGAAAATAAT CAT AAAGT GAAAGCT ACCAAGTCCTTCT TTAAAAGTAGAGATC 658
G- B ATTCGGACGAAAATAAACGT AAAGT GAAAGCT ATCAAATCCTCCT TTAAAAGTAGIBGATE 587
* kkk Kkkhkkkkhkkkkk * kkhkkkhkkhkkkkkhkkhkkkk * % % khkhkk khkkhkkhkkhkhkhkkhkk kkkk
oR- A ACATATTCGCT TAGAGGAAAGAT GAAGGGGTAGGT GAT GCGCOCGOGGT GATGCACTCAT 718
G- B [ACGTATTTGCTTGEAT GAAAGAT GAAAGGGT AGGT GAT GCGCOCGOGGT GATGCACTCAT 647
*kx kkkx * k% %k * % IR RS R E RS EE N EEE SRR RS SRR EEE R EEEEEEEEEEESEESESE]
oR- A CATGTCGCTTCOCATTTACGAAAGCATTACCTATGT TTATCAAGOGT TACATGGGATAGG 778
G- B CATGTCGCTTCOCATTTACGAAAGCATTACCTATGT TTATCAAGOGT TACAGGGGATAGG 707

L R Y R

Figura 4.18. Allineamento delle sequenze parziali dei geNV2-Ae GW2-Bottenute attraverso I'utilizzo dei primer ripoitat
da Su et al. (2011). Gli asterischi indicano lei lbagservate tra i due alleli. In giallo ed in versbno evidenziate le regioni
sulle quali sono stati disegnati i primer specifispettivamente per il genoma A e per il genoma B.
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4.4.2. Analisi delle sequenze nucleotidiche dei due ometmsi GW2-A e GW2-B

La struttura dei due geni e stata determinatavattsa il confronto delle sequenze dei due aiaN2-A
e GW2-Bcon le sequenze di cDNA del geh@GW?2isolato dalla cultivaRecitaldisponibili in banca
dati (TaGW2-A GenBank acc. JN896622;aGW2-B GenBank acc. JN896623). | due geni sono
entrambi costituiti da otto esoni, le cui dimensisono riportate in tabella 4.5. Inoltre, é stadaguiita
un ulteriore analisin silico, utilizzando il genoma dr. urartu (Ling et al. 2013), che ha permesso

I'identificazione dell'intera regione codificanteldgeneGW2-A.

Tabella 4.5.Descrizione delle dimensioni degli esoni nei gekiv2

Esone | GW2-A | GW2-B

(bp) (bp)

1 198 198

2 52 52

3 46 46

4 82 82

5 163 163

6 103 103

7 67 63

8 564 564

4.4.3. Caratterizzazione della proteina GW2

Tramite il programméClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalfyZzono state allineate e
comparate le sequenze amminoacidiche parzialiicatgfdai due allelcW2-Ae GW2-B(Figura. 4.20)

di frumento duro e la proteina GW2-A Wi urartu La proteina GW2 di. urartu & costituita da 424
residui amminoacidici ed ha un peso molecolarerdact7 kDa. Questa proteina e caratterizzata dalla
presenza di un dominio RING di tipo C5HC2 di 43 aminoacidi, compreso tra i residui amminoacidici
61-103. Questo dominio contiene otto amminoacklitéscisteine ed un’istidina) le cui posizioni sono
considerate essere fondamentali per la formaziehmdtivo a dita di zinco tipico della proteina GW2
Nella regione N-terminale, & situato un motivo oido residui di leucina denominato NESuclear
Exportation Signals che & responsabile del trasporto della protéaaucleo al citosol. In frumento
duro, la regione N-terminale di entrambi gli allélirisultata essere altamente conservata (98.1%
dall'aminoacido 1 al 104) e la proteina GW2-A rtauldentica a quella df. urartu. Le sequenze
amminoacidiche del dominio RING e LxxLxLx sono itiehe sia in entrambi gli alleli di frumento
duro sia inT. urartu (Figura 4.19).
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NES

TuGR2 MGNRI GGRRKAGVEERYTRPQGL YEHRDI DQKKLRKLI L EAKL APCYPGADDAAGGDLEE 60

G- A MGNRI GGRRKAGVEERYTRPQGL YEHRDI DQKKLRKLI L EAKL APCYPGADDAAGGDLEE 60

G- B MGNRI GGRRKAGVEERYTRPQGL YEHRDI DQKKLRKLI L EAKL APCYPGADDAAGGDLEE 60
EE R R I R I I I I I I O I R I I S I R I I
c1C2 C3 C4C5 H6 C7C8

TuGwR2 CPT CFLYYPSICNRSKCCSKGE CTECFLQOVRPTHT ARPTQCPECKITPNYAVEYRGVKTKEE 120

oRe- A CPI CFLYYPSLNRSKCCSKG CTECFLQVKPTHTARPTQCPFCKITPNYAVEYRGVKTKEE 120

G- B CPI_CFLYYPSLNRSKCCSKG CTECEL QVKPTHTARPTQCPECKTPNYAVEYRGVKTKEE 120
B R R R R R R R R R R I I I I I I R I I I I 120

. RING DOMAIN

TuGwR? RSI EQFEEQKVI EAQVRVRQQAL QDEEDKMKRKQSRCSSSRTI APTTEVEYRDI CSTSYS 180

G- A RSI EQFEEQKVI EAQVRVRQQAL QDEEDKMKRKQSRCSSSRTI APTTEVEYRDI CSTSYS 180

G- B RSI EQFEEQKVI EAQVRVRQQAL QDEEDKMKRKQSRCSSSRTI APTTEVEYRDI CSTSYS 180
*****************: ERE R R R R R R R R R R

TuGR2 VPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHTRDDNI DMNI EDMWNMEA! WRSI QEQG 240

oRe- A VPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHT- - - = - = = = === s s e e oo oo omee 104

G- B VPSYQCTEQETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHT- - = = = = = = < = s mm oo oo oo e 104
*******: EE IR IR S I I S I S I

TuGwR2 S| GNPSCGSFMPFEQPTRERQAFVAAPPL EMPHPGGF SCAVAAMAEHQPSSMDFSYMIGS 300

2

2=

TuGR2 SAFPVFDVFRRPCNI AGGSMGAAESSPDSWEG APSCSRREVVREEGECSTDHWSEGAEA 360

G- A oo

2=

TuGA2 GTSYAGSD!I VWDAGTM_PLPFADNYSM/ASHFRPESI EEQUMYSMVAVSLAEAHGRTHTQG 420

G- A i

120 =

TuGwR? LAW. 424

G- A ---

G- B ---

Figura 4.19. Allineamento delle sequenze aminoacidiche pardelle proteine GW2-A e GW2-B di frumento duro elael
proteina GW2-A diT. urartu Nella box verde € evidenziato il motivo NES, ddn residui di leucina (LxxLx); mentre nella
box in rosso € evidenziato il dominio RING e i residumerati di cisteina ed istidina, nelle posizioonservate, deputati al
legame con lo ione metallico

Attraverso una ricerca nel database NCBI (http:#wwebi.nim.nih.gov/) sono state identificate le
sequenze amminoacidiche ortologhe alla proteina @W2imento isolate da altre specie appartenenti
alla famiglia delle Poaceae (Hordeum vulgare Oryza sativa Zea mays Sorghum bicolar
Brachypodium distachyonSetaria italicg. L'allineamento delle sequenze amminoacidiche ha
evidenziato che in tutte le specie la parte N-teada, che comprende i domini RING e NES é altamente

conservata (Figura 4.20)
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TSYSVPSYQCTQQRETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHTRDDNI DIVNI EDMWNMEAI VRS
TSYSVPSYQCTQRETECCSSEPSCSAQANVRFFHSRHTRDDNVDIVNI EDMWNMEAI VIRSI
TSYSVPSYQCTEQETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHTRDDNI DIVNI EDMWNMEAI VRS
TSYSAPPYRCTEQETECCSSEPSCSAQANVRSFHSRHTRDGNI DIVNI EDMWNMEAI VRS
TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANRRPFHSRHNRDDNVDIVNL ENMWMEAI VRS
TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANVRPFHSRHNRDDNVDVNL EDMWNMEAI VRS
TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANVRPFHSRHNRDDNVDIVNL EDMWNMEAI VRS
TSFSVPSYQCAEQGTECCSSEPSCSSQASMRPFHSRHNRDDNVDIVNL EDMWNMEAI VRS
TSFSVPSYQCAEQGT ECCSSEPSCSSQASMRPFHSRHNRDDNVDIVNL EDMWNMEAI VRS
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Q - - GSI GNPVCGNFMPVTEPSPRERQPFVPAASLEI PHGGGFSCAVAAVAEHQPPSVDF
QE- QGSI GNPVCGNFMPVTEPSPRERQPFVPAASL EI PHGGGFSCAVAAVAEHQPPSVDF
QREQGSMGNPVCGNFMPVI EPPSRERQAFVPAP- LEI PHPGGFSCAVASMAEHQPPSVDF
QE- QGSI GNPSCGSFMPFEQP- TRERQAFVAAPPL EMPHPGGFSCAVAAVAEHQPSSVDF
QE- QGSI GNPSCGSFMPFEQP- TRERQAFVAAPPL EMPHPGGFSCAVAAVAEHQPSSVDF
QE- QGSI GNPACGSFMPFEQP- TCERQAFVAAPPLEI PHPGGFSCAVAANVAEHQPSSVDF
QE- QGSI GNPACGSFMPFEQP- TRERQAFVAASPLEI PHPGGFSCAVAAMI EHQPSSVDF
QREQGHLVNPVCGSYFPVI EPPSRERQAFL PAAPLEMPHPGGYSC- VAAL AEHQPPSVDF
Q EQGHLVNPVCGSYFPVI EPPSRERQAFL PAAPL EMPHPGGYSCAVAAL AEHQPASMVDF
Q EQGHLVNPVCGSYFPVI EPPSRERQAFVPAAPL EMPHPGGY SCAVAAL AEHQAPSVDF
Q EQGHLVNPVCGSYFPVI EPQTRERQAFL PAAPVEMPHPGGY SCAVAAL AEHQPPSVDF
QREQGHLVNPVCGSYFPVI EPQTRERQAFL PAAPNEMPHPGGYSCAVAAL AEHQPPSMVDF
* * .
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SYMAGSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSMCNL E- SSPESWSG APSCSR- EVVREEGECSADH
SYMAGSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSMCNLE- SSPESWSG APSCSR- EVVREEGECSADH
SYMAGNSAFPVFDMFRRQCNI SGGSMCAVD- SSPDSWSGE PPSCSR- EM REEGECSTDH
SYMI'GSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSMGAAE- SSPDSWEGE APSCSRREVWREEGECSTDH
SYMI GSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSMGAAE- SSPDGASG APSCSRREVVREEGECSTDH
SYMI GSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSMCAVE- SSPDSWSG ASSCSRREVVREEGECSTDH
SYMI'GSSAFPVFDMFRRPCNI AGGSL RAVE- SSLDSWEG APSGTRREMVREEGECSI DH
SYMAGSSTYPVFDM RRPCNMSSGSL CSVENSSL DTWEGVAPNCSR- GVYWREEGECSTDH
SYMAGSSTYPVFDM RRPCNMSSGSL CGVENSSLDTWSG APSCSR- EVVREEGECSTDH
SYMSGSSTYPVFDM RRPCNMSSGSL CGAENSSL DTWSG APSCSR- EVVRDEGECSADH
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Si GA2- 2 SYMAGSSTFPVYDM RRPCNI SGGSMCAVENSSL DTWSG APSCSR- EVLREEGECSTDH 356

Si Gie- 1 SYMAGSSTFPVYDM RRPCNI SGGSMCAVENSSLDTVIEG APSCSR- EVLREEGECSTDH 357
*** * * . :** ** *k Kk :' ' ' *** . "* *kkkk kx
OsG2-J WSEGAEAGTSYAGSDI VADAGTMPQL PFAENFAMAPSHFRPES EEQWWFSMALSLADG- 411
Qs G- | WSEGAEAGTSYAGSDI VADAGTMPQL PFAENFAMAPSHFRPESI EEQUVFSMALSLADG- 413
BAGA2 WSEGAEAGTSYAGSDI VADAGTMQQL PFAENYNVAPSHFRPESI EEQVMYSMIVSLAEA- 412
TuGw2 WSEGAEAGTSYAGSDI VWDAGTM.PL PFADNYSM/ASHFRPESI EEQVMYSMAVSLAEA- 412
TaG2- A L SEGAEAGTSYAGSDI VWDAGTM. PLPFADNYSMWASHFRPES! EEQUMYSMAVSLAEA- 412
TaGv2- B WSEGAEAGTSYAGSDI VWDAGT TPPLPVTDNYSM/ASHFRPESI EEQVMYSMAVSLAEA- 412
HvYr g1 WSEGAEAGTSYAGSDI MADAGTMPPL PFADNYSMAASHFRPESI EEQVMYSMAVSLAEA- 412
ZnGve- ch. 5 WSEGAEAGTSYAGSDI MVDAGAMOPL PFAENFTMAPSHFRPES| EEQUWFSMAVSLAEGH 416
ShGwe WSEGAEAGTSYAGSDI MADTGTMQPL PFAENFTMAPSHFRPES! EEQUWFSMAVSLAEAH 416
ZnGve- ch. 4 WSEGAEAGTSYAGSDI MADAGAMOPL PFAENFAMGPSHFRPESVEEQWWFSMAVSLAEAH 418
Si Gve- 2 WSEGAEAGTSYAGSDI MADAGSMOPL PFAENFAMAPSHFRPDS! EEQUVFSMAVSLTDAH 416
Si Gre- 1 WSEGAEAGTSYAGSDI NADAGSNQ:’LPFAENFANAPSHFRPDSI EEQ\/I\/FSI\/AVSLTDAH 417
sG2-J HGRTHSQGLAW. 423
OsGVe- | HGRTHSQGLAW. 425
BAG2 HGRTHSQGLAW. 424
TuGw2 HGRTHTQGLAW. 424
TaGv2- A HGRTHSQGLAW. 424
TaGv2- B HGRTHTQGLAW. 424
HvYr gl HGRTHTQALTW. 424
ZnGe- ch. 5 HGRTQAQGLAW. 428
ShGwe HGRTQAQGLAW. 428
ZnGve- ch. 4 HGRTQAQGLAW. 430
Si Gre- 2 HGRAHAQGVAWL. 428
Si Gie- 1 HGRAHAQGMAWL 429

* Kk Kk . * ko kKX

Figura 4.20.Allineamento delle sequenze amminoacidiche detiéefite GW?2 isolate dalle principali specie appastenalla
famiglia dellePoaceael asterisco indica gli amminoacidi conservatiyasso sono evidenziati gli amminoaci conservati del
dominio RING; in giallo e evidenziato il residuo amwecidico all'interno del dominio RING delle acciess di riso che &
diverso dal residuo amminoacidico presente in fetadtre specie; in verde € evidenziato il motNBS (LxxLxL); a sinistra

il nome della proteina delle varie specie cere&#i¢®@sGW2-JOryza sativa Japonicgiso]; OsGW2-1,0ryza sativa Indica
[riso]; BAGW2,Brachypodium distachyoMuGW2, Triticum urarty TaGW2-A e TaGW2-BTriticum aestivunjfrumento];
HvYrgl, Hordeum vulgare[orzo]; ZmGW2-ch.4 e ZmGW2-ch.2ea maygmais]; SbGW2,Sorghum bicolorfsorgo];
SiIGW2-1 e SIGW2-2Setaria italicg.

4.4.4. Analisi filogenetica della proteina GW2

Al fine di stimare le relazioni evolutive delle peoteine GW?2 tra le differenti specie, é stato it

un albero filogenetico attraverso il metodo Neighbaoining. In totale sono state analizzate 12 serpie
amminoacidiche che includono, oltre alle proteind/Zdi frumento tenero e di. urarty anche
sequenze isolate da altre specie appartenentiaatiglia delle Poaceae come orzo, riso, mais, sorgo
Brachypodium distachyon e Setaria italica. Tuttedquenze possono essere raggruppate in due gruppi
principali (Figura 4.21). Le sequenze delle duecgpappartenenti alla tribu delleiticeae (orzo e
frumento) sono molto vicine tra di loro e formanhaiuppo I. Filogeneticamente piu distanti dalle
proteine GW2 di frumento sono quelle presenti nafjti cereali presi in considerazione per questo

studio, che formano il gruppo II.
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Figura 4.21 Albero filogenetico consenso delle proteine orgbk GW2 delle principali specie appartenenti aiaiflia
delle Poaceae. Ad ogni nodo dell'albero viene nadatde percentuale di supportmotstrap (1000 repliche). Albero
filogenetico basato sulle sequenze delle proteMR30sGW2-JOryza sativa Japonicfiso]; OsGW2-1,0ryza sativa Indica
[riso]; BAGW2,Brachypodium distachyoTuGW2, Triticum urarty TaGW2-A e TaGW2-BTriticum aestivunjfrumento];
HvYrgl, Hordeum vulgare[orzo]; ZmGW2-ch.4 e ZmGW?2-ch.2Zea maygmais]; SbGW2,Sorghum bicolotf{sorgo];
SiGW2-1 e SIGW2-2Setaria italicg.

4.45. TILLING

Le analisi TILLING sono state condotte su circa @%iiiee mutagenizzate di frumento duro
descritte nel capitolo precedente al fine di indiiare mutazioni puntiformi in entrambi gli

omeoalleli del gen&W2.
4.45.1. Sviluppo di primer allele specifici per I'analisi @ILLING

Attraverso I'utilizzo del programma CODDLE sonotstalentificate le regione dei due omeoal&iv2
interessate dalla presenza di domini funzionali,gulatte all'analisi TILLING, in termini di probdhba

di individuare mutazioni deleterie. Nell'allel8W2-A sono stati identificati due domini conservati
indicati con le sigle IPB003888 corrispondente aindhio N-terminale e IPB007696 al C-terminale
(dato non mostrato). Nella figura 4.22 viene riptatla regione conservata del blocco IPB003888
all'interno della sequenza amminoacidica@iV2-A L’analisi dell'omeologoGW2-Bha mostrato la
sola presenza del dominio IPB003888 nella regionteriinale. L'individuazione dei domini
conservati e stata utilizzata per la valutazionéefietto delle mutazioni missenso sulla funzicitel
della proteina. In figura 4.23 é riportata la setqueedel gen&W2-Ache é stata ritenuta pidonea per
'analisi TILLING per l'alta frequenza di siti "adil’; la tabella 4.6 riassume gli esoni che sondi sta
analizzati e il numero di nucleotidi identificataldprogramma CODDLE, che se mutati dall' EMS,

provocano un codone di stop prematuro.
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IPB003888D (1.2e-05) IC 3.32

Y Y 68
ttgggaaccactgtaattttccctgtcct aaaaaatgcatgtttttttttcttaattgtag tac tac 1921
AAA AR A A AAA A AN AN A A Ay = =
P S L N R S K c C s K G | cC T E 84
cca agc ctt aac cga tca aaa tgt tgc tcg aaa ggg ata tgt aca g gtaatgtatc 1977
SL N= F =*Q L Y Y= L= RE= Y I K# n n
84
tgtcctactagctactaccagtgattgtgtgttacttgttaggtgcaaatttccttacatgtcttgtttggt 2049
AA A AA A AAAA AAA A A AR AA AN A AA A AA

cC F L Q M K P T H T A R P T Q

99
attttgcag ag tgc ttt ctt caa atg aaa cca act cat act gct cga cct aca cag
# = Y= F * | SL Y I TV *Q SL I* #
cC P F C K T P N Y A V E Y R G V K T 117
tgc cca ttc tgc aaa acc ccc aac tat gct gtg gag tat cgt ggt gta aag aca 2258
Y= SL = Y= I = SL= = V. M=K = CH SD | = 1
K E E R S | E Q F 126
aag gag gaa agg agc ata gag caa ttt gtaagtcttattccctaatgtgtttgtttttgtgtt 2321
- K=K K= Ne - * 4 AA AAR AN A A A

E E Q K VvV 131
gat att agaaagccaaattcatttactttatcttgtataaattttgttacag gaa gaa cag aaa gtc 2388

A A AAA A A A A A A HK K * o= | =
I E A Q M R V R Q Q A L Q D E E D K 149
att gaa gca cag atg agg gtg cgg cag caa gca ctt caa gac gaa gag gat aag 2442
K TV * = I K= M=Wxr * =* TV F * N =K K =N =
M K R K Q S R €C s s s R T |1 AP T T 167
atg aaa aga aaa cag agt agg tgc tct tct agc aga aca atc gct cca aca aca 2496
I K *= N K= Y= F F N K | =TV SL | I
E V E Y R D | cC s T S Y s V 181
gaa gtg gag tat cga gat att tgc agc aca tcc tat tca g gtctgcactagatacgac 2554
K M=K= *Q N Y= N= | F= L M#AAAA A AR A
181
aaatgtacacatttaataatgtcaatttttctgtagtttaatctgataacttacaatttactatgttcgttg 2626
A AR A A AA A A A A A A A AR A
P S Y Q C T Q Q E T E c C S S E 197
cag tg cca tcg tac caa tgt acc cag caa gaa act gaa tgt tgt tcg tct gag 2679
N#g o o=SL L= =% Y I=*=* K I K Y Y L= F K=
P S Cc S A Q A N M R S F H S R H T R 215
cct tca tgt tct gct cag gct aac atg cgg tct ttc cat tct agg cat act cg g 2733
SL L Y F TV * =TV = | W F =Y F K=Y | CH#

Figura 4.22. Identificazione della regione conservata corrigfgre al dominio IPB003888 all'interno della sequenz
amminoacidica della proteina GW2-A. La regionedotéata indica il dominio conservato; i residuiramoacidici in verde
rappresentano le posizioni amminoacidiche che soaglio conservate all'interno del blocco; gli amoeeidi in rosso
indicano i residui meno conservati e predetti esseeno importanti per il funzionamento della prodeiGli asterischi e i
cancelletti ed il simbolo uguale indicano, rispetthente, i nucleotidi che in seguito al trattameto EMS, potrebbero
provocare un codone di stop prematuro, modifidasgd di splicing o mutazioni silenti.
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[BTACTACCCAAGCCTTAACBGAT CAAAAT G TGCT CGAAAGGGATATGTACAGIRIIAATGTATCTGT CCTACTAG

CTACTACCAGTGATTGTGTGTTACTTGTTAGGT GCAAATTTCCTTACATGTCTTGT TTGGTATTTTGOEBAGTEE

I TCTTEAAATGAAACCAACT CATACT GCTIBGACCTACABARBIA T CCTTCATACCATCTCTGT TCTTGTTTCAAA

TATCCTGTATTGGTAAGT AATGTATGGGCCT TGT CAAT TCTCACGGT AACACT TAACCAATAABBATCCCCATTC

TGCAAAACOCCCAACT ATGCT GT GGAGT AT OGT GGT GTAAAGACAAAGGAGGAAAGGAGCATAGAGEAATTTBIA
AGTCTTATTCCCTAATGTGTTTGT TTTTGTGT TGATATTAGAAAGCCAAATTCATTTACTTTATCTTGTATAAAT
TTTGTTACABGAAGAACAGAAAGT CAT T GAAGCACAGAT GAGGGT GCGEEAGEAAGCACT TCAAGACGAAGAGGA
TAAGAT GAAAAGAAAACAGAGT AGGT GCTCT TCTAGCAGAACAAT OGCT CCAACAACAGAAGT GGAGTATEGAGA
TATTTCCAGCACATCCTAT TCAGEICTGCACTAGATACGACAAATGTACACATTTAATAATGTCAATTTTTCTGT
AGTTTAATCTGATAACT TACAATTTACTATGT TCGT TGOETCOCATCCTACEAATGTACCEAGBAAGAAACTIGA
ATGTTGTTCGT CTGAGOCT TCATGT TCTGCTEAGGCTAACATGOGGT CTTTCCATTCTAGECATACT CCEIl

Figura 4.23.Immagine illustrativa delle regione analizzata gieheGW2-A In verde sono evidenziati le regioni esoniche; in
viola i nucleotidi che se mutati portano ad un cwaldi stop; in rosso i siti diplicing

Tabella 4.6 Identificazione dei nucleotidi che se mutati @&WS, provocano un codone di stop prematuro neéiesoni del
geneGW2-A

ESONE | NUCLEOTIDI
2 1
3 3
4 1
5 7
6 4

In totale sono stati individuati 16 nucleotidi clse, mutati, portano alla formazione di codoni dpst
prematuri causando la perdita della funzione deltdeina

L'allineamento delle sequenze genomiche degliiallaVv2-Ae GW2-Bha permesso di identificare
regioni geniche adatte a disegnare coppie di oligeotidi genoma specifici per i due alleli da pote
utilizzare per le analisi TILLING. La specificitaed primer & stata testata utilizzando le linee
ditelosomiche di frumento tene@hinese Springn specifico sono state utilizzate le linee disgimiche
prive dei bracci corti del cromosoma 6, in cui stoealizzate le tre copie omeologhe del g&w?2di
frumento tenero (Su et al, 2011; Tabella 4.7).

Tabella 4.7.Composizione cromosomica delle linee ditelosomuiieéhinese Spring

Linee CS CS6AL CS6BL CS6DL
Braccio assente Nessuno 6AS 6BS 6DS
Genotipo GW2 | GW-A, GW-B, GW-D | GW-B, GW-D | GW-A, GW-D | GW-A, GW-B

In figura 4.24 é riportata I'analisi elettroforedicdei prodotti PCR ottenuti da due coppie di
oligonucleotidi specifiche, rispettivamente, perahoeoalleliGW2-Ae GW2-B(Tabella 3.9). Nella
individuazione degli oligonucleotidi specifici pedue omeoalleli non si & tenuto conto del g&wg-
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2D (genoma D). Nella figura 4.24a la banda corriseoe all'amplificato della linea Cs6AL, che
doveva essere assente, risulta di dimensioni difteperché é il prodotto dell’amplificazione deing
GW2localizzato sul genoma D (dato confermato mediaatpienziamento).

Cs6AL Cs6BL Cs6DL Cs Sv H,0 M
M Cs6AL Cs6BL Cs6DL Cs  Sv H,0

3000bp
1500bp

Figura 4.24. Separazione su gel di agarosio all'1,2% del ptiod®CR ottenuto con primer specifici per gli allBW2-A(a)

e GW2-B(b) sul DNA genomico delle linee ditelosomicBainese Sprin@s6AL, Cs6BL e Cs6DL prive rispettivamente dei
bracci corti dei cromosomi 6A, 6B e 6D. Cs indicaVali frumento tener@€hinese springnentre Sv indica la cv di frumento
duroSvevoM, Marker Genedirex 100 bp.

Sia per il genoma A che per il genoma B, gli oligaeotidi sono stati disegnati in modo da ampliféca
la regione del gene identificata dal programma CQBDcontenente un’alta densita di regione
codificante. Le due coppie di primer amplificanadgione che si estende dall’esone 2 all'esonéd (F
4.25).

1 234 5 6 7 8
- I L
GW2A
1 —> 234 5 6 7 8

- ]
GW28 «—

Figura 4.25. Schema dei frammenti PCR amplificati dalle coppi®ldjonucleotidi genoma specifici per i due omeslall
GW2-Ae GW2-B | rettangoli in verde rappresentano gli esoniglgioni introniche sono rappresentate dalle lioézzontali
nere; la numerazione si riferisce alla posizionglidimtroni allinterno del gene; la freccia araone e rossa indicano,
rispettivamente, gli oligonucleotidi specifici f&llele GW2-Ae GW2-B

4.45.2. Produzione degli ampliconi per I'analisi High Restbn Melting

Gli ampliconi omeologhi specifici sono stati ottémaediante PCR syiool costituiti ciascuno da due
genotipi della collezione di DNA genomico estrattdle piante M della popolazione mutagenizzata.

Gli ampliconi di dimensioni ottimali per I'anali$iRM sono stati prodotti attraverso una strategia di
Nested-PCR: i frammenti PCR omeologo-specifici,cdés nel paragrafo precedente, sono stati
utilizzati come DNA stampo in una seconda reaziB@R finalizzata alla produzione di frammenti
corrispondenti ciascuno alla regione genica diingado esone e di dimensioni comprese tra 141 e 281

bp. Le coppie di oligonucleotidi utilizzate (TalzelB.11) sono posizionate a circa 20 nt a monte
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(forward) e a valle (eversé dell’'esonetarget Questo tipo di strategia risulta essere selefhiean
l'individuazione di SNP localizzati nella regionedificante ed é ideale nel caso di geni ricchedione

non codificante come i ge@W2

4.45.3. Nuove varianti alleliche identificate per i due asteghi GW2

L'analisi delle popolazione mutagenizzata tramit®NH € stata condotta come descritto nel
sottocapitolo 4.3. | genotipi che sono stati idiégdti come putativi mutanti, sono stati confermati
tramite sequenziamento e sono state individuat@stazioni in condizione omozigote che eterozigote.
Tutte le mutazioni identificate sono transizioni ipo C—T e G—A, coerentemente con l'effetto del
trattamento con EMS applicato alla popolazione éGeeet al. 2003: Till et al. 2004).

In tabella 4.8 sono riportati i dati relativi almaro di piante analizzate e dei mutanti identifipatr
ciascuno allel&sW?2 In totale sono state identificate 29 nuove vdrialteliche: 16 per il gen&W2-A

e 13 per iIGW2-B Inoltre, é stata calcolata una frequenza medmaudazione di circa 1 SNP ogni 61
Kb per il geneGW2-Ae di 1 SNP ogni 82 Kb per il ge&V2-B.

Tabella 4.8.La frequenza di mutazioni associata alla popotezi® stata calcolata secondo la formula: (dimeesiegione
analizzata) x (N° piante analizzate)/(N° di mutadéntificati).

) Dimensioni N° piante Mutationi Frequenza
Amplicone ] ] -~ o
(bp) analizzate identificate mutazioni (1/Kb)
A (2-6) 492 2002 16 1/61
B (2-6) 492 2184 13 1/82
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Tabella 4.9.Caratterizzazione delle varianti alleliche medidahpeogramma PARSESNP per 'alle®N2-Ae GW2-B Nella
seconda colonna (Cambiamento nucleotidico) é ripotéeamutazione nucleotidica e la relativa posieianpartire dall’ATG
della sequenza genica, mentre nella terza coloBfiattp) € riportata la sostituzione amminoaciditee ne scaturisce e la
relativa posizione nella sequenza proteica. Lagmas della mutazione in una zona non codificanteligata con Introne,
mentre la mutazione sul sito glicing € indicata con Splic. Jun. | valori PSMM vengonastnati per le mutazioni missenso
che cadono all'interno di un Blocco-dominio conséoyaalori di PSMM>10 (in rosso) indicano che latarione provoca un
profondo cambiamento rispetto al Blocco di riferireen valori <0 (in verde) indicano SNP che renddmgproteina piu simile
al blocco di riferimento. | valori di SIFT inferibpe 0,05 (in rosso) indicano che la mutazione &gtta deleteria per la
funzionalita della proteina.

Allele Cambiamento Effetto PSSM SIFT Zigosita
nucleotidico
C1933T N72= Eterozigote
C1948T C77= Omozigote
G1957A G80= Eterozigote
G1962A c82y -0.2 0.11 Omozigote
C1981T Introne Eterozigote
C1982T Introne Eterozigote
G2055A Introne Omozigote

GW2A C2109T Introne Eterozigote
C2233T A109V 3 0.17 Eterozigote
G2245A R113H Omozigote
G2265A E120K Eterozigote
G2269A R121K Omozigote
C2466T C157= Eterozigote
C2528T S178F Eterozigote
C2699T A204V Eterozigote
C2715T F209 Eterozigote
C1915T P69L -10.6 1.00 Eterozigote
G1960A Splic. Jun Omozigote
C2110T Introne Eterozigote
C2209T C103= Omozigote
G2369A E127K Eterozigote
G2440A M150I Eterozigote

GWwW2-B C2523T S178F 3.5 0.00 Omozigote
C2529T S180L 9.3 0.01 Eterozigote
C2627T P182S -3.2 0.67 Eterozigote
G2645A E188K 10.9 0.17 Eterozigote
C2675T P198S 7.2 0.81 Omozigote
G2703A R207Q 1.2 0.12 Eterozigotg
C2905T Introne Eterozigote
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Tabella 4.10.Mutazioni identificate nei due omeoall&w2

Non Non Siti di
Gene - | Silenti | Missenso o
codificanti senso | splicing
GW2-A 4 5 7 0 0
GW2-B 2 1 9 0 1

Le nuove varianti alleliche identificate sono statalizzate attraverso il programma PARSESNP al fin
di valutare l'effetto delle mutazioni missenso auilinzionalita della proteina. La quasi totalitdlele
mutazioni identificate ricadono nelle regione cimdifite dei due alleli; la maggior parte (16) sono
risultate mutazionmissenspdi cui 7 nel gen&W2-Ae 9 nelGW2-B(Tabella 4.13). Sono state, inoltre,
individuate 5 mutazioni silenti per l'allel@W2-Ae una per I'allel€&SW2-B 4 mutazioni nelle regioni
non codificanti del gen€W2-Ae 2 nel gen&W2-B(Tabella. 4.10).

Per I'alleleGW2-Anon sono state trovate mutazioni predette deéepeni la funzionalita della proteina.
Tuttavia, la variante allelica G1962A (GWZR") causa una sostituzione dell’'amminoacido cisteina
(C) in tirosina (Y) in posizione 82 interessandomio una delle 7 cisteine conservate del dominio
RING, coinvolte nel legame con lo ione zinco neadssper la formazione del motivo a dita di zinco
(Figura 4.26).

Cic2 C3 ><C4 C5 H6 C7 C8

GA2- A CPI CFLYYPSLNRSKCCSKGQ CTECFLQVKPTHTARPTQCPFC
GW2-A MUTATA CPI CFLYYPSLNRSKCCSKG YTECFLQVKPTHTARPTQCPFC

ER Ik S S S Rk S S R S b R R S o S

RING DOMAIN

Figura 4.26.L'immagine mostra I'allineamento tra il dominio RB\della proteina GW-A e della variante allelicdrigrigio
sono evidenziati i residui amminoacidici comuni.

Per quanto riguarda, invece, l'all€iV2-Be stata identificata una mutazione sul sitsgdicing (GW2-

BY) tra il secondo esone e il secondo introne. Irstpumutante, la G € mutata in A nella posizioned196
dal’ATG e questo cambiamento provoca la perditéadeequenza diplicing (GT) e di conseguenza
un non corretto processamento del mMRNA.

Tre mutazione missenso, predette deleterie pemizidnalita della proteina, sono state identifigadé
dominio IPB00388D. La mutazione G188E (GW2M85 presenta un valore di PSSM > 10, mentre le
altre due mutazioni (S178F, S180L), non hanno vasgnificati di PSMM ma presentano
rispettivamente valori di SIFT di 0 e 0.01. Questiori, sono inferiori al limite 0.05; per cui la
sostituzione amminoacidica potrebbe avere un effiteterio sulla funzionalita della proteina GW2-
B. Infine, & stata identificata una mutazione missg(GW2-B%°Y) che non presenta valori di PSMM >
10, ma risulta interessante perché é situata t@iino del dominio RING. Questa mutazione ¢ altament
probabile che abbia effetti deleteri sulla funziaefia proteina, essendo tale dominio conservato no
solo tra i due omeoalleli di frumento duro, ma antiia gli ortologhi delle principali specie cereale
(Figura. 4.20).
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La disponibilita di nuove varianti alleliche, cheepentano cambiamenti amminoacidici nei domini
catalitici dellenzima, rappresentano uno strumeatite per la caratterizzazione funzionale della
proteina GW2, la cui funzione non é ancora ben.rotéigura 4.27 e riportata la posizione di tutte

mutazioni identificate all'interno dei due alleli.

8

3 GW2-A
Aot M4 g

g

9 GW2-B
A ~
A S AL A M a )

Figura 4.27. Rappresentazione schematica delle mutazioni ingiw@ per i due allelcW2-Ae GW2-B Le linee in verde
rappresentano le regioni del gene interessate piatenza dei domini conservati. | triangoli riveirso I'alto rappresentano
i polimorfismi localizzati nelle regioni esonichiktriangolo in rosso mostra la mutazione nel slitsplicing i triangoli in nero
e in viola rappresentano, rispettivamente, le matanissenso e le mutazioni silenti.

4.4.6. Predizione struttura secondaria delle proteine omdoghe GW2 mutate

Attraverso I'utilizzo del programma bioinformaticd@OR |V é stato possibile predire la struttura
secondarie delle proteine GW2-A WT, GW2-B_WT e alelbrianti alleliche rispettivamente del
genoma A (GW2-A8%Y) e B (GW2-B%" e GW2-B18K), L'analisi ha mostrato che le proteine mutate
GW2-AC82Ye GW2-B*° presentano una conformazione nella struttura skeec@ndiversa rispetto alle

proteine wt. Invece, il cambiamento amminoacido&L8on porta cambiamenti nella conformazione

della proteina (Figura 4.28).

4.4.7. HRM genotyping delle mutazioni predette deleterie nella progeni#l .

Le linee GW2-B%e GW2-B>#8E presentano la mutazione di interesse, nella pajosia TILLING

Mo, in condizione eterozigote. Attraverso I'uso d¢iRM genotypinge stata analizzata la progenie M
allo scopo di individuare piante omozigoti per talitazioni (Figura 4.29).

Per ottenere un amplificato specifico per il g&\W2-Be stata effettuata una prima PCR con i primer
utilizzati per il TILLING (Tabella 3.9). La NestddCR ¢ stata effettuato utilizzando i primer specifi
per le mutazioni di interesse (Tabella 3.12).

Della linea GW2-B%*sono state analizzate 8 piante di cui 2 omozi@oWT e 3 eterozigoti per la
mutazione C1915T. Della linea GWZB sono state analizzate 10 piante per la mutaziGet&A

e 6 sono risultate omozigoti mentre le restantosisultante WT.
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Figura 4.28.Predizione GOR IV della struttura secondaria daitdeine GW2-A_WT, GW2-B_WT e delle varianti alléie
rispettivamente del genoma A (GWZRY) e B (GW2-B%-e GW2-B188K), | rettangoli rossi mettono in evidenza le regioni
interessate dalle mutazioni responsabili dellaazione di struttura secondaria delle proteine rausat confrontate con le
rispettive controparti WT.
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Figura 4.29. Analisi HRM genotypingdella popolazione Wdei mutante GW2-8'88e GW2-B%°%, (a) Curve dimeltingdei
campioni analizzati della linea GWZB8Ein grigio ed in rosso sono indicati rispettivaneentampioni omozigoti e WT per
la mutazione.lf) Curve dimeltingdei campioni analizzati della linea GWZ% in grigio, in rosso ed in blu sono indicati
rispettivamente i campioni eterozigoti (ETERO), oigoi (OMOQO) e WT per la mutazione.

4.4.8. Analisi del geneGW2-A nel mutante naturale Lankaodali

In un recente lavoro, € stata identificata unaetarcinese di frumento tenero (Lankaodali) a seme
grande (Yang et al. 2012). Tale carattere & s&docato alla presenza di uno SNP (inserzione @i un
T) nell’'esone 8 del gen8W2-Ache provoca lo slittamento deamedi lettura e la formazione di un

codone di stop prematuro. Yang et al. (2012) hatsegnato dei primer per un saggio PCR in grado di
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discriminare per la presenza/assenza dell'insegzsiche possono essere utilizzati in programmi di
breeding

In questo lavoro di tesi, al fine di aumentareifaehsione del seme in varieta commerciali italidae,
varieta Lankaodali e stata incrociata con la caitigi frumento duro Svevo e la varieta di frumento
tenero Rebelde. La progenie & stata analizzata con i primer di Yang et al120mna non é stato
possibile distinguere la presenza o assenza deh@dismo. Il sequenziamento del geGaVv2-Adi
Lankaodali ha mostrato, che differentemente da tguaportato da Yang et al. (2012), non é presente
I'inserzione di una base sull’esone 8 (Figura 4.3Qittavia, I'allineamento tra le sequen@&V2A
isolate dalla varieta Lankaodali e dalla cultivae®, ha mostrato la presenza di una delezioné3li 1
bp nella regione del promotore di Lankaodali a ip@al’ATG. Questa regione include il sito dizia
della trascrizione (TSSranscription Start Sifee la TATA Box (predetti da Su et al. 2010; Figura
4.31).

GW2-A Lk i;‘ G :: . :
Yang et al. 2012 A A A

Figura 4.30.Allineamento tra la sequenza ottenut&ilV2-Adi Lankaodali e la sequenza identificata nel lawtirYang et
al. 2012. Lk; Lankaodali.

TATA Box TSS ATG
Sv

-173 -141 0

-230 -116

Figura 4.31.Immagine rappresentativa della regione del proneadiel gené&sW2-A La freccia nera indica la sequenza del
promotore del gen€W2-A in verde € rappresentata la delezione presetitevagieta Lankaodali. Sv, Svevo; LK,
Lankaodali; TSSTranscription Start Site

4.4.9. Disegno di un saggio di tipo PCR-MAS per l'identifcazione della delezione nel
promotore identificata in Lankaodal

Per verificare la presenza o assenza della delezmmtia regione del promotore in popolazioni
segreganti o tra differenti varieta, sono statedimati dei primer specifici per I'alleleBW2-A(AS-PCR)
che discriminano per la presenza o assenza gidtifaorfismo. Attraverso la AS-PCR é stato possibil
analizzare la progenie degli incrogi tFa la varieta Lankaodali e la cultivar di frumemturo Svevo e

la varieta di frumento tenero Rebelde (Figura 4.32)
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M 1 2 3 4 R 5 6 7 Sv Lk

500bp
400bp
300bp

Figura 4.32. Analisi elettroforetica della progenie Eankaodali x Rebelde (campioni 1, 2, 3, 4) e Lawulkdiox Svevo
(campioni 5, 6, 7); Frammento Sv e R 469 bp; Franieneankaodali 356 bp; R, Rebelde; Sv, Svevo; Lk,Kaaali.
M, Marker Genedirex 100 bp.

4.4.10. Analisi del promotore del geneGW2-A in diverse specie e varieta di frumento

L’analisi del polimorfismo della regione del prorace diGW2-Aé stata condotta sui frumenti
selvatici diploidi, su le forme selvatiche e cddiig dei tetraploidi e su alcune varieta di frumento
esaploide (Tabella 3.1). Nessuno dei frumenti apati ha presentato la delezione riscontrata in

Lankaodali nella regione del promotore (dato nomstnado).
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5. Discussione

Nel presente lavoro di dottorato € stata utilizzata piattaforma TILLING di frumento duro (cv Svevo
Bovina et al. 2014) per identificare nuove variaiktliche nei genSBEllae GW2con l'obiettivo di
migliorare sia le caratteristiche qualitative gadse della granella. La cultivar Svevo e stagitssia
per le elevate caratteristiche qualitative nel psso di pastificazione che per la sua importanizeléo
economico in ltalia. Svevo € una cultivar primaleefprecoce, caratterizzata da un alto contenuto
proteico, un buon indice di giallo della semolaograttutto un’elevata attitudine alla trasformazon
industriale.

Negli ultimi anni, il TILLING e stato riconosciutan valido strumento per il miglioramento delle
colture, tra cui anche il frumento (Dong et al. 280Uauy et al. 2009; Sestili et al 2010a; Bottecelt

al. 2011; Hazard et al. 2012; Slade et al. 2012nGHt al 2012; Bovina et al. 2014). Il TILLING éaun
tecnica di genetica inversa che combina la mutajetessica con tecniche ad alta processivitalper i
rilevamento di mutazioni puntiformi. | mutanti, ioiti attraverso trattamento chimico con EMS, sono
caratterizzati da polimorfismi a singolo nucleotate hanno un effetto poco invasivo nel genomadell
specietarget Il TILLING presenta diversi vantaggi rispetto altie tecniche di genetica inversa come,
ad esempio, la mutagenesi inserzionale e 'RNAappplicazione di queste tecniche implicano I'utitizz
della trasformazione genetica e della rigenerazil@tle piante, processi mal tollerati dai cerdabltre,

la mutagenesi inserzionale non permette di geneserie alleliche ma unicamente mutaogs-of-
function Le varieta generate attraverso il TILLING non s@ottoposte a norme di registrazione e
commercializzazione restrittive come quelle pre&viavece per le piante transgeniche.

L'utilizzo di questa tecnica e particolarmente aiiih frumento e in generale nelle piante con genomi
poliploidi, dove la selezione dei caratteri d'irtgse a livello fenotipico risulta difficile a caudella
ridondanza di funzione dei geni omeologhi. Attraeeil TILLING e possibile identificare nuove
varianti alleliche caratterizzate da mutazioni pres nei domini conservati delle proteine. La
disponibilita di genotipi caratterizzati da questetazioni rappresenta una risorsa d'interessetpdr s
funzionali con lo scopo di stabilire il ruolo swltlai singoli amminoacidi nell’attivita catalitickella
proteina. Tuttavia la potenzialita maggiore delOING € la possibilita di generare mutaktiock-out

ossia genotipi caratterizzati dalla perdita di fone del gene d’'interesse.

Identificazione di nuova variabilita genetica nei dci SBEIla attraverso il TILLING

In frumento, i genSBEIllasono stati associati a caratteri qualitativi demesse relativi alle proprieta
nutrizionali e tecnologiche delle farine. La peadili funzione dei gerBElla,sia in frumento tenero
che in frumento duro, porta a fenotipi caratteriizda un drastico incremento del contenuto di asnilo
(Regina et al. 2006; Sestili et al. 2010b; Sladal.e2012; Botticella et al. unpublished). Nei ardl
fenotipohigh amylosdna negli ultimi anni suscitato notevole intergssele sue potenzialita di produrre
alimenti ricchi in amido resistente, un compondrit&ttivo che apporta notevoli benefici alla salute

umana. L’'amido resistente &€ un componente ad apieigéotica che stimola la produzione di SCFA ed
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in particolare del butirrato che rappresenta uricdmposti preposti al mantenimento dei colonagiti
alla prevenzione di importanti malattie come il @an L'aumento della percentuale di amido non
digerito contribuisce alla diminuzione dell’indigticemico degli alimenti e rappresenta una nuova
opportunita nella gestione di diverse malattie fega disturbi alimentari, molto diffuse nel mondo
occidentale. Inoltre, le farine con un elevato eonto di amilosio migliorano il nervo della pastiae

croccantezza di alcuni prodotti da forno quedifflese cracker senza comprometterne la palatabilita.

Un fattore determinante per I'applicazione del TING é la disponibilita di sequenze che permettano
di disegnare oligonucleotidi specifici in gradoigiblare le sequenze codificanti per la proteind o i
dominio proteico d’interesse producendo robustelificgzioni PCR (Comai e Henikoff 2006). In
specie poliploidi, come il frumento, I'utilizzo deTILLING é subordinato alla disponibilita di
amplificazioni PCR omeoallele-specifiche che ricnieo la conoscenza delle sequenze nucleotidiche

dei singoli omeologhi codificanti per la proteinadrderesse.

Precedentemente, nel nostro laboratorio, sono salste da frumento tenero le sequenze dei geni
omeologhiSBEIlla Attraverso I'utilizzo ditool bioinformatici, sono state identificate le regidei geni
maggiormente idonee per l'analisi TILLING e sonatisdisegnati gli oligonucleotidi utili per lo
screening (Botticella et al. 2011). Inoltre e sta@ssa a punto la tecnica del’lHRM come metodo di
rilevamento delle mutazioni puntiformi nei g&SBElla(Botticella et al. 2011).

Nel presente lavoro, dopo aver validato I'efficiardei primer riportati da Botticella et al. (204d)
frumento duro, sono state identificate una serieadanti alleliche per entrambi gli omeolo@BEIla

Per questi geni é stata calcolata una densita thzimne di 1 SNP ogni 50,5 Kb analizzate. Questo
valore € risultato migliore rispetto alla frequenitanutazione (1 SNP su 68 Kb) identificata da Uauy
et al. (2009) per gli stessi geSBElla in un’altra popolazione TILLING di frumento durda
popolazione mutagenizzata di Uauy et al. (200%ta ®ttenuta attraverso un trattamento mutagano pi
intenso (0,75% di EMS per 18 h) rispetto a quetltizaato per generare la popolazione utilizzath ne
presente lavoro (0,7% di EMS per 16 h; Bovina eR@lL4). Lo screening delle mutazioni per i geni
d’interesse nella popolazione di Uauy et al. (2@%ata analizzata utilizzando un metodo di ritevae
basato su gel di poliacrilammide non denaturanteestp risultato suggerisce che I'HRM risulta uno
strumento altamente efficace nel rilevamento deliéazioni puntiformi in popolazioni TILLING, come
confermato nel lavoro di Botticella et al. (2011).

L’HRM é un saggiaclosed-tube&he viene eseguito direttamente su frammenti P@éherevede alcun
processamento post PCR degli ampliconi. Tale taarfite vantaggi in termini di costi e soprattutio
tempo rispetto agli altri metodi di identificaziodemutazione utilizzati nel TILLING (Hofinger et.a
2009). Sebbene il costo degli strumenti HRM siaaganabile a quello del 4300 DNA Analyzer (LI-
COR) comunemente utilizzato nel TILLING, il metoH&M offre notevoli vantaggi nel risparmio di
materiale di consumo perché non richiede analisjedudegli ampliconi. L'analisi al LightScanner
richiede inoltre al massimo 10 min per generamulee dimeltingdegli ampliconi e 'identificazione

dei profili mutanti.
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In questo lavoro sono state generate variantictielcaratterizzate dalla presenza di SNP deleteri
due geni omeologhiSBEIlla In particolare, sono state identificate due linglge presentano
rispettivamente un codone di stop prematuro nilaSBEIlla-Ae SBEIlIa-B.

Per l'alleleSBElla-A sono state identificate diverse mutazioni predetin tollerate per la funzionalita
dell’enzima. Queste mutazioni risultano utili peratterizzare a livello funzionale le diverse regio
della proteina. In particolare, la linea SVEMS_148presentato dei valori di PSMM e SIFT molto
significativi che indicavano la non tolleranza dambiamento amminoacidico indotto dalla mutazione.
Nello specifico, tale linea é caratterizzata dplasenza di uno SNP (da G ad A) a ridosso deldsito
splicing (ss) del decimo introne, nel dominio N-terminadatteristico della famiglia degli enzimi
glicoside-idrosilasi. In letteratura € riportat@ahutazioni di questo tipo potrebbero portare arigni

di splicingalternativo (Fairbrother et al. 2004). A tal prejto, sia in pianta che negli animali sono state
identificate della regioni regolatrici delfplicingdegli esoni definite ESEEkonic Splicing Enhancers
Tian e Kole 1995; Coulter et al. 1997; Liu et &98; Schaal e Maniatis 1999; Fairbrother et al2200
Gli ESE si trovano maggiormente nelle regioni esbainelle vicinanze del 5’ e 3’ dei ss. Mutaziami i
tali regioni portano ad un non corretto processamdall’RNA e di conseguenza a fenotipi aberranti.
L'analisi sul genoma umano condotta da Faber €2@1.0) ha correlato la presenza di malatiplecing
alternativi nei geni di interesse, dovuti a SNRengkinanze o adiacenti al sitogplicing. Considerando
tali meccanismi, la linea SVEMS 1433 potrebbe rappntare un valido strumento per lo studio
funzionale dei meccanismi gplicing ed in particolar modo sulla caratterizzaziondiddgmenti ESE,
negli organismi vegetali.

Con lo scopo di caratterizzare fenotipicamenteugazione deleteria SVEMS_1433 ed ottenere fenotipi

di interesse é stato effettuato un programma doaic con la linea mutanteulli SBElla-B.

MAS basato sull'HRM per la selezione delle mutaziamei programmi di incrocio

Le strategie di MAS rappresentano uno strumenigalaente utilizzato nei programmi dreeding
moderni. Nel presente lavoro e stato messo a pumgaggio MAS basato sullHRM per identificare le
mutazioni di interesse all'interno di popolaziorgseganti. Il saggio prevede lo studio delle cudve
meltingdi piccoli ampliconi (da 50 a 100 bp) attraverdsguiale € possibile discriminare per la presenza
dello SNP. L’applicazione del’lEMS induce transiziodi tipo G-»A e C—T che portano a un
abbassamento della temperaturamdilting degli ampliconi d’interesse. | genotipi omozigpgr la
mutazione sono facilmente distinguibili rispettdi agnozigoti wt perché presentano una perdita di
fluorescenza piu rapida. | genotipi eterozigotigioe, sono caratterizzati da un tipico doppio pibeka
curva dimeltinged anch’essi possono essere facilmente discrimlidBiRM genotypingé un saggio
close-tuberapido e poco costoso, che richiede solamentiéizzd della PCR e I'analisi delle curve di
meltingal LightScanner. Questa tecnica e stata utilizzatasuccesso per I'analisi delle popolazioni
segreganti per le mutazioni SBElla;SBElla-B e SVEMS 1433.
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Analisi dei trascritti nei mutanti singoli nulli e doppionulli per il geneSBEIla

L’analisi di espressione condotta nelle linee siogulli SBEIlla-A e SBEIla-B e sulla linea doppio
nulli SBEIlaAB- ha mostrato che entrambi gli alleli presentavandivello di messaggeri ridotto
rispetto al wt sia nel mutante doppmalli sia nelle rispettive linee singolwulli. Le mutazioni in
entrambe le linee singotalli causano codoni di stop prematuri nella regionéficadte. Le mutazioni
nonsenso spesso portano a ridotti livelli di RNA/wad al meccanismo di degradazione dei trascritti
aberranti honsense-mediated mMRNA dec&i{MD). NMD costituisce un meccanismo di controllo
qualita del’rmRNA che previene la formazione diteine tronche degradando gli mRNA ed e presente
in molti organismi tra cui le piante (Filichkin at. 2010; Behm-Ansmant et al. 2007). In frumento,
ridotti livelli di mMRNA sono stati riportati per @ersi geni che contenevano codoni di stop preméturi
cui le subunita gluteniniche HMW, i gewniaxy, il gene polifenol ossidasi (Zhu et al. 2005; &aia
Nakamura 2005; Sun et al. 2011). Botticella ef2011) e Slade et al. (2012) hanno ipotizzano the i
meccanismo NMD possa intervenire anche nella degirade dei messaggeri dei g&8BEllanelle

linee SBEllanulli dove e presente un codone di stop prematuro.

Analisi del contenuto di amilosio nei mutanti SBEI&

Il contenuto di amilosio di entrambe le linee silagaulli SBElla-A e SBEIIa-B non ha mostrato una
differenza significativa rispetto al contenuto diilpsio della linea di controllo nulli segregante. w
Questi dati confermano che la perdita di funziongndsingolo omeoallel8BEllanon é sufficiente per
aumentare il contenuto di amilosio; tale risultatcn accordo con precedenti lavori (Botticella let a
2011; Slade et al. 2012; Hazard et al. 2012). Alrewio, le tre linee sorelle doppmulli SBEIla-AB-
hanno mostrato rispettivamente un contenuto dicsiaildel 158, 162 e 178% superiore rispetto a quell
della lineanulli segregante wt. Valori simili di amilosio sono stdtenuti in frumento duro in mutanti
TILLING doppio nulli SBEIIa da Slade et al. (2012) mentre le lineewinknto duro SBElla silenziate
attraverso RNAi hanno mostrato un contenuto di @siol piu alto (Sestili et al. 2010b). In frumento
tenero, la perdita d’espressione dei tre omeo&Rklla,porta ad un aumento di amilosio di circa 250%
(Slade et al. 2012: Botticella et al. unpublishegeriore al’aumento che si ottiene in frumentoodu
(Slade et al. 2012; Hazard et al. 2012).

Analisi dei granuli di amido nei mutanti SBElla

Dato che la struttura ed il contenuto dell’'amilojee giocano un ruolo significativo
nell'organizzazione e nella morfologia dei grardilamido, tali caratteristiche sono state analezzet
mutanti TILLING SBElla ottenuti nel presente lavotdanalisi morfologica dei granuli di amido ha
mostrato una marcata differenza tra la linea doppit SBEIla-AB" e le linee di controllo Svevo e
nulli segregante wt. | granuli di tipo A sono appargigccoli, deformati ed hanno perso la tipica forma
ellissoidale; anche i granuli di tipo B hanno makircambiamenti morfologici rispetto alla loro natm
forma sferica, presentando una forma piu allungBiaultati simili sono stati ottenuti in lavori

precedenti per linee SBElIla silenziate tramite RRegina et al. 2006; Sestili et al. 2010b) chelper

110



linee doppimulli SBEIla ottenute attraverso il TILLING (Slade et2012). Nessuna differenza rispetto
alla linea controllo é stata osservata per le Isiagolonulli SBElla-A e SBElla-B. Questo risultati

sono coerenti con il contenuto di amilosio oss&rvat

Caratterizzazione del mutante SVEMS_ 1433

La linea mutante SVEMS_1433 é caratterizzata ¢aaenza di una mutazione predetta deleteria per
la funzionalita della proteina dal programma biomfiatico PARNESNP. In frumento, come descritto
da Fu et al. (2009), diversi mutanti, che preseariawdei valori di PSMM e SIFT deleteri per il gene
WKS1 hanno mostrato un fenotipass-of-functionAttualmente, per verificare che la mutazione abbi
realmente un effetto deleterio per la funzione'eletima SBEIlla-A, é stato effettuato un esperimento
di incrocio tra la linea SVEMS_1433e la linea SBER. Le linee doppioulli SVEMS_1433-SBElla-

B" sono in fase di caratterizzazione ed il fenotifyesm € simile a quello della linea doppidli SBElla-
AB.

La linea mutante SVEMS_ 1433 ha mostrato un fendtipile alle linee doppiaulli SBEIlla-AB™ con

un contenuto di amilosio totale del 55% e una modia dei granuli profondamente alterata. Tale
risultato e stato imputato ad una possibile mutezimell’altro omeoallele SBElla-B) Il suo
sequenziamento ha confermato la presenza di unaziooé in omozigosi nella stessa posizione
(G364E) a quella identificata nellomeoall S8Ella-A

Isolamento dei geniGW?2 in frumento duro

L’aumento delle rese & uno dei principali obiettigi programmi di miglioramento genetico dei careal
Un indice della produttivita in frumento & la résagranella, un carattere quantitativo, sotto caltdr
multigenico, caratterizzato da una bassa ereditakilmodulato dall'interazione genotipo-ambieire.
riso, la perdita di funzione del geG&V2¢é associata all'aumento delle dimensioni delléosaide (Song

et al. 2007). L'ortologo d5W2in frumento é stato recentemente identificatogSal. 2010), ma la sua
funzione non é stata ancora ampiamente caratte@izkiel presente lavoro, la stessa piattaforma
TILLING di frumento duro, utilizzata per il gen®BElla, € stata impiegata per selezionare nuova
variabilita genetica nei due omeoall@iW2con lo scopo di caratterizzare la funzione degleologhi
GW?2e selezionare linee con una dimensione dellasside superiore.

Come descritto nel paragrafo precedente, l'utiliza TILLING in specie poliploidi richiede la
conoscenza delle sequenze nucleotidiche degli diekaadificanti per la proteina di interesse, in
gquanto é necessario ottenere ampliconi allele-Bpiedel genetarget (Slade et al. 2005). In frumento
tenero, Su et a{2010) hanno riportato I'esistenza di tre geni Giodnti per la proteina GW2 posizionati
sul braccio corto dei cromosomi 6A, 6B e 6D. Aldfidi identificare regioni caratterizzate da un
sufficiente grado di polimorfismo inter-genomictiyaverso una strategia basata sulla PCR, sor® stat
isolate le sequenze nucleotidiche parziali dei doeoalleliGW?2 localizzati sui genomi A e B di
frumento duro. Ciascun gene é stato isolato attsavia produzione di due ampliconi sovrapponibili e

dalla cui unione si & ottenuta una regione cheteinele dal 5’UTR fino al sesto esone. La struttigia
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due geni e stata determinata attraverso il condrdetle sequenze dei due all@liv2-Ae GW2-Bcon
le sequenze di cDNA del geff@GW2isolato dalla cultivaRecitaldisponibili in banca datiflaGW2-
A, GenBank acc. JN896622aGW2-B GenBank acc. JN896623). L'allineamento tra leusege dei
due geniGW2 ha portato all'identificazione di numerose regipoilimorfiche, utili per il disegno di

primer genoma specifici.

Ipotesi sulla funzione del gen&W?2 e caratterizzazione della regione del promotore

Di recente, alcuni lavori hanno riportato I'assag@e genetica tra il genBaGW2-Ae le rese in
frumento (Su et al. 2010; Yang et al. 2012; Zharad.€013, Lin et al. 2014). Questi lavori suggeono
che il geneTaGW2-A¢ un regolatoreegativo della grandezza della cariosside, cormedlortologo in
riso. Attraverso il confronto delle sequenze cadifiti i tre geni omeologl@W2in frumento tenero, Su
et al. (2010) non hanno identificato polimorfismai varieta a seme grande e piccolo. Tuttavia,ujtra
hanno identificato due aplotipi nella regione d&potore: I'aplotipo Hap6A-A, associato a cariogsid
grandi, e 'Hap6A-G, associato a cariossidi picctiiaun lavoro successivo sono stati identificatifze
guattro aplotipi nella regione promotrice del geadn(Qin et al. 2014). La combinazione dell'aplotip
superiore Hap6A-A con l'aplotipo superiore idemtifio nel genoma B, conferisce un maggiore TKW
nelle cultivar moderne (Qin et al. 2014). Contrarégate ai risultati di questi lavori, Zhang et a@013)
hanno identificato I'Hap6A-G come allele superipez le dimensioni delle cariossidi. Queste diffeeen
possono essere dovute alla difficolta di analisicdeatteri quantitativi. Le dimensioni della caside
sono un carattere controllato da piu fattori (Boreeal. 2002; Groos et al. 2003; Huang et al. 2006
Kumar et al. 2006; Li et al. 2007; Roder et al. @08 la presenza di un allele superiore potrebberes
mascherata dalla presenza di altri geni che hanredfatto negativo sulle rese.

Yang et al. (2012) hanno identificano invece urémagone di un nucleotide nell’ottavo esone del gene
TaGW2-Anella varieta a seme grande Lankaodali. Questaziose porta ad una proteina tronca simile
all'allele WY 3del gengGW2in riso (Song et al. 2007). Contrariamente a quapbrtato da Yang et al.
(2012), il sequenziamento del geB®/2-Aisolato dalla varieta Lankaodali non ha mostratpresenza

di un'inserzione di una base nell’ottavo esonetaiad I'analisi della regione del promotore ha ptit
all'identificazione di una delezione nella regia@rispondente alla TATA box e al sito d'inizio el
trascrizione. Questo polimorfismo potrebbe influg livelli di espressione del ger@W2-Ae di
conseguenza portare ad un aumento delle dimendatlai cariosside. Similmente, Ma et al. (2013)
hanno caratterizzato delle accessioni di orzo eantfpowaxyche presentano una delezione di 397-bp
(contenente la TATA box e il sito di inizio dell@scrizione) nella regione promotrice del g&®&SSI

Gli autori, attraverso dei saggi di espressionasiemte, hanno mostrato che l'attivita del gé&ws
guidata dal promotore delle accessioni wt era f@giivamente piu forte di quella guidata dal
promotore deleto.

Infine, Bednarek et al. (2012), silenziando i tenigomeologhiTaGW2in frumento tenero, hanno
ottenuto inaspettatamente un fenotipo con caribdstimensioni piu piccole. In un lavoro recer@n

et al. (2014) hanno dimostrato che i livelli d'e=gsione dei tre omeoall€llaGW2 sono correlate
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negativamente con il TKW. | risultati contrastaptiesenti in letteratura per questo gene, rendono

necessarie ulteriori analisi per caratterizzarrfeaione in frumento.

Caratterizzazione della proteina GW2

Molte proteine, caratterizzate dal dominio RINGnha la funzione di ubiquitina ligasi E3 e sono
implicate nella degradazione delle protetamet attraverso la via del proteosoma 26S (Lorick et al
1999; Saijo et al. 2003; Dornan et al. 2004; Distlal. 2006). Tali proteine sono coinvolte nella
regolazione di numerosi processi cellulari, comprks trascrizione, la trasduzione del segnale, la
ricombinazione ed avanzamento/regolazione del cellmlare (Song et al. 2007).

Disch et al. (2006) hanno dimostrato che la pret&iNG (C3H2C3) BIG BROTHER, con attivita E3
ligasi, agisce come un regolatore negativo detieedisioni degli organi florali ii\. thalianaattraverso

il targetingdelle proteine cellulari per la degradazione.i$o rla proteina GW2 é caratterizzata da un
nuovo dominio RING (C5HC2), ha attivita ubiquitiiigasi E3 ed é stato ipotizzato che sia un regodato
negativo della divisione cellulare attraverso latpolisi mediata dall'ubiquitina. In frumento, la
proteina GW?2 e caratterizzata dalla presenza, regiane N-terminale, del dominio RING (C5HC2) e
del motivo NES, quest'ultimo responsabile dellaalzazione cellulare (Bednarek et al. 2012). I
confronto tra le sequenze amminoacidiche delleepratGW?2 di frumento e le sequenze dei rispettivi
ortologhi delle principali specie appartenenti deiglia delle Poaceae, ha messo in evidenzaahe |
regione N terminale & completamente conservataoAfrario risulta molto meno conservata la regione
C-terminale, che contiene putativi siti di leganee la proteindargetda degradare (Stone et al. 2005).
Ad esempio, iMrabidopsisla proteina COP1 ha sia un dominio di tipo RIN@aparte N-terminale
che un dominio WD-40 nella parte C-terminale che legare diversi bersagli proteici (Osterlund et al
2000). Il genotipo mutante WY3 di riso possiede prateina GW?2 tronca di 310 amino acidi. Analisi
in vitro hanno dimostrato che questa proteina possiederarattivita ligasi E3. Gli autori hanno
ipotizzato che I'allele WY 3 sia una mutaiss-of-fuctiorperché codifica per una proteina dove manca
il dominio di legame con il substratargetper la degradazione al proteosoma 26S (Song 20@r.).

In frumento, attraverso I'analisi CODDLE, sono staéntificati due domini conservati per la protin
GW?2-A ed un solo dominio per la proteina GW2-B. rantbi condividono il dominio RING nella
regione N-terminale, mentre solo la proteina GW23pdssiede anche un dominio conservato nella
regione C-terminale che potrebbe essere implicaltoiconoscimento della proteine bersaglio. Ingltre
e stato dimostrato che le due proteine possiedoqatternd’espressione diverso durante lo sviluppo
della cariosside (Bednarek et al. 2012). Infinesilénziamento di tutti e tre gli omeoall&€iW2 in
frumento tenero, attraverso RNAIi, ha portato ad tdazione delle dimensioni della cariosside
(Bednarek et al. 2012). Questi risultati, lascigrmtizzare che in frumento vi sia una differentedione

tra le proteine omeologhe GW2-A e GW2-B. Mutats-of-functiondei geniGW2-Ae GW2-B

risultano di particolare interesse per la caratezione funzionale delle singole proteine.
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Identificazione delle regionitarget del geneGW2 per I'analisi TILLING ed applicazione dellHRM

per l'identificazione di SNP

Le regioni bersaglio per il TILLING sono state setmate in base a diversi parametri in grado diifer
una stima della probabilita di identificare “SNRfionali” nei geni di interesse. Sono consideratiP
funzionali” le mutazioni in grado di determinareplardita dell’espressione del galaeget (mutazioni
nonsenso e sui siti diplicing e le mutazioni missenso che provocano sostituiazomminoacidiche
predette deleterie per lattivita catalitica deliz@ma. Il programma CODDLE é stato utilizzato per
I'identificazione delle posizioni amminoacidiche gggormente conservate e considerate importanti per
I'attivita della proteina. Inoltre, I'analisi dellequenza genica ha evidenziato la presenza degitne
(esone V) di particolare interesse per I'elevatdbpbilita di generare mutazioni deleterie.

Nel presente lavoro di dottorato sono stati sotstipad analisi HRM frammenti di DNA omeoallele-
specifici di dimensioni comprese tra 43 bp e 242dbenuti attraverso una strategia di Nested-ACR.
frammenti analizzati corrispondono ciascuno aligiare di un singolo esone. Sebbene il TILLING
classico, basato sull'utilizzo dell'enzin@ell, consenta di analizzare frammenti di DNA dell’ oelidi

1,5 Kb, questo metodo porta all'identificazionendimerose mutazioni localizzate nelle regioni non
codificanti del gengarget (Slade et al. 2005). L'utilizzo del’lHRM e risuttaideale per I'analisi dei
geni GW2 che presentano esoni di piccole dimensioni séipdaaregioni introniche. Tale approccio
infatti ha consentito di identificare, prevalentertee SNP localizzati nella regione codificantegiahe.
Per l'alleleGW2-Ae stata calcolata una densita di mutazioni di P 8hini 61 Kb; mentre, per I'allele
GW2-B di 1 SNP ogni 82 Kb. Questi valori sono riatilinferiori alla frequenza di mutazione, attiiau
alla stessa popolazione, calcolata sulle analisitatte per i gerBElla(1 SNP ogni 50,5 Kb; Bovina
et al. 2014). Analogamente, nel lavoro di Uauyle2@09, la frequenza di mutazione identificataiper
geneSBElla-Dé stata di 1 SNP ogni 124 kb; mentre, per il g@BEIlla-Aé stata di 1 SNP ogni 49 kb.
Queste differenze, in geni con un uguale conte@/®, potrebbero essere dovute all’efficienza dei

primer utilizzati per le amplificazioni PCR.

Identificazione di nuova variabilita genetica nei gni GW2 attraverso il TILLING

Nel presente lavoro, sono state generate nuove aégliche per ciascuno dei due I@&WV2.L analisi
delle nuove varianti alleliche ha consentito diiidlare diversi polimorfismi localizzati nel doniin
conservato RING della proteina GW2. In particolgrer, la proteina GW2-A e stata identificata una
mutazione missenso (C82Y) che interessa una ditle cisteine altamente conservate e coinvolte nel
legame con lo ione metallico, necessario per lm&aione del motivo a dita di zinco. Mentre, per GW2
B é stata identificata una mutazione missenso (JPé8& porta alla sostituzione di una prolina coa un
leucina sempre nel dominio RING. La disponibilitiggnotipi caratterizzati da queste mutazioni
rappresenta una risorsa d'interesse per studidaafiivolti a comprendere il ruolo del dominio RING
(C5HC2), tipico delle GW2, che risulta ancora poacatterizzato rispetto a quello classico (C3H2C3).
Inoltre dato che tali mutazioni cadono in una ragiaella proteina altamente conservata nei cereali,

potrebbero putativamente portare alla perdita iiziione del gene.
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Per l'allele GW2-B é stata identificata una mutazione al 5’ del sitsplicing del secondo esone.
Mutazioni di questo genere hanno un effetto detetslla funzionalita della proteina perché portano
ad un processamento aberrante del’lRNA messaggatia €onseguente traduzione di una proteina
alterata o tronca (Greene et al. 2003). Nel laebrBlade et al. (2012) una mutazione al 5’ del dito
splicing ha portato alla formazione di quattro differentRNA: tre aberranti, che portavano ad un
codone di stop prematuro, ed uno corretto che pgietenzialmente produrre la proteina funzionante.
Come prospettiva futura, i mutanti identificati @ano caratterizzati sia a livello molecolare che
biochimico per confermare la severita delle mutaizidentificate sulle attivita delle proteine GW2eA
GW?2-B.

Sviluppo di un marker AS-PCR associato alllaumentalella dimensione dei semi

Al fine di aumentare la dimensione del seme in #nthcommerciali italiani, la varieta Lankaodali &
stata incrociata con la cultivar di frumento duve® e la varieta di frumento tenero Rebelde skdno

di un marcatore AS-PCR ha permesso di discriminlamlimorfismo In/Del nella progenie £
dimostrandosi un valido strumento sia per la sefezidelle progenie successive sia per introgredire
l'allele GW2-A di Lankaodali in altre varieta commerciali. Poichémiglioramento di caratteri
gquantitativi, come la grandezza della cariossiigylta difficile utilizzando i metodi di selezione
tradizionali, il disegno di marcatori molecolaruga strategia essenziale per facilitare la selezin
questi caratteri (Wang et al. 2011). Tra i divenstodi che sono disponibili per la MAS, la AS-PCR h

il vantaggio di es sere semplice, rapida e poctosagHayashi et al. 2004).
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6. Conclusioni

L'approccio TILLING e risultato efficiente per lagduzione di mutanfioss-of-functiorcaratterizzati
dalla perdita dell’espressione dei g&mElla.In totale, sono state generate 39 nuove varidlatiche
SBElla-Ae seiSBEIlla-B.Sono stati identificati due mutamtnock-out,uno per 'omeolog&BElla-A
ed uno perSBElla-B Inoltre per l'allele SBEIla-A é stata identificata la linea SVEMS_1433,
particolarmente interessante perché presenta,tiamebi gli omeoalleliSBEIlla,la stessa mutazione
deleteria. Questa mutazione é posizionata adiaegriedel sito displicing e risulta interessante per

studi atti a caratterizzare la regolazione del @ssamento del’mRNA in pianta.

L'incrocio dei mutantknock-outnei due alleliSBEIllaha permesso di produrre linee sorelle SBElla
doppionulli in frumento duro. Inoltre, la linea SVEMS_1483tata incrociata con la linea SBEIla-B
allo scopo di studiare e caratterizzare la sevedigdla mutazione predetta deleteria tiol

bioinformatici.

Al fine di selezionare le mutazioni d’interesséiiérno di popolazioni segreganti e stato mesgordo
un saggio digenotypingbasato sull'utilizzo del’HRM, che sara utile aechn futuri programmi di

miglioramento genetico per introgredire gli allelutati in altri genotipi di frumento duro.

La linea doppionulli SBEIlla-AB™ ha presentato una riduzione di espressione dirahtrgli alleli
SBElla dei granuli di amido deformati ed un contenutautilosio superiore del 178% rispetto alla

linea controllonulli segregante wt.

La linea SVEMS_1433 ha mostrato un fenotipo idenétta linea doppiaulli, con granuli di amido
deformati ed un contenuto totale di amilosio dél5®uesto fenotipo ha confermato che la sostit@zion
amminoacidica G364E, presente su entrambi gli oftediodi tale linea, ha un effetto deleterio sulla

funzionalita delle proteine SBElla.

Nel presente lavoro di tesi, il confronto tra lgwenze amminoacidiche delle proteina GW2 di frument
e le sequenze dei rispettivi ortologhi nei printipareali ha messo in evidenza che il motivo NEB e

dominio RING, tipici di queste proteine, sono alearte conservati.

Dalla cultivar di frumento duro Svevo sono statddte le sequenze parziali dei g&W2-Ae GW2-B,

non disponibili in banca dati, e necessarie peliai di nuove varianti alleliche attraverso iLLING.
Attraverso I'analisi HRM sono state identificatetdatale 29 nuove varianti alleliche, di cui 16 @Wv2-

A e 13 peilGW2-B Nell'omoeoalleleGW2-Be stata identificata una mutazione al 5’ del sitegticing

del secondo introne, che potenzialmente provotadarizione di un mRNA aberrante e di conseguenza
la traduzione di una proteina non funzionale. Rdiele GW2-Ae stata identificata una variante allelica,
dove una mutazione missenso porta al cambiamentwadiisteina altamente conservata, implicata nella

formazione del motivo a dita di zinco del dominitN&. La disponibilita di mutanti potenzialmente
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loss-of-functiorper entrambi gli allelGW2potrebbe rivelarsi interessante per lo studioifuree delle

singole proteine e per I'ottenimento di fenotipintéresse.

L’analisi della regione promotrice del ge@&V2-Anella varietd a seme grande Lankaodali ha portato
all'identificazione di un polimorfismo di tiptn/Del che comprende la regione della TATA box ed il
sito di inizio della trascrizione. Tale varietatata incrociata con la cultivar di frumento durce® e

la varieta di frumento tenero Rebelde. Al fine idicdminare per la presenza o assenza della dekezio
identificata in Lankaodali &€ stato sviluppato unroadore Allelic-Specific-PCR, utile in futuri

programmi dibreeding

Per concludere, i risultati ottenuti hanno mostigte la popolazione TILLING della cultivar Svevo,
utilizzata nel presente lavoro di dottorato, rappréa una valida risorsa per generare nuova vidabi
genetica da utilizzare sia in programmi futuri dghoramento genetico del frumento duro che in stud

di genomica funzionale.
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