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Riassunto 

 

Nel presente lavoro di dottorato è stata utilizzata una nuova piattaforma TILLING di frumento duro per la 
selezione di linee ad alto contenuto di amilosio e di linee caratterizzate da variabilità genetica nei loci GW2, 
putativamente coinvolti nell’aumento delle rese. 
In frumento, i geni SBEIIa sono stati associati a caratteristiche qualitative di interesse relative alle proprietà 
nutrizionali e tecnologiche delle farine. La perdita di funzione di tali geni produce un fenotipo caratterizzato 
da un drastico incremento del contenuto di amilosio. I frumenti high amylose presentano un aumento della 
percentuale di “amido resistente” e sono caratterizzati da una ridotta digeribilità. Tale caratteristica 
contribuisce alla diminuzione dell’indice glicemico degli alimenti e rappresenta una nuova opportunità nella 
gestione di diverse malattie legate a disturbi alimentari, molto diffuse nel mondo occidentale. 
L’aumento delle rese è uno dei maggiori obiettivi nei programmi di miglioramento genetico delle specie 
coltivate. In particolare per il frumento, data la grande importanza agronomica che riveste, un incremento 
della produttività sarebbe auspicabile. Le rese rappresentano un carattere molto complesso, controllato da 
numerosi geni e con una forte influenza ambientale. Recenti lavori hanno dimostrato che la soppressione o 
la sottoregolazione dei geni Grain Weight 2 (GW2) in riso, mais e frumento è responsabile dell’incremento 
della dimensione del seme e di conseguenza di un significativo aumento delle rese. Il gene GW2 codifica per 
una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING implicata nella degradazione proteica attraverso la via del proteosoma 
26S. La funzione di questo gene in frumento non è stata ancora pienamente compresa. 
L’analisi TILLING per i due geni omeologhi SBEIIa ha portato complessivamente all’identificazione di 45 
mutanti. Per entrambi gli omeoalleli SBEIIa è stata identificata una mutazione knock-out. La linea doppio 
nulli SBEIIa-A-B-, ottenuta attraverso la combinazione delle due linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B-, 
ha mostrato una ridotta espressione dei geni SBEIIa, un fenotipo caratterizzato da granuli di amido deformati 
e un contenuto di amilosio raddoppiato rispetto alla linea controllo. Inoltre, è stata identificata una linea 
mutante (SVEMS_1433) particolarmente interessante perché ha presentato in entrambi gli omeoalleli SBEIIa 
la stessa mutazione deleteria. Questa linea ha mostrato un fenotipo identico al genotipo doppio nulli, con 
granuli di amido deformati ed un contenuto di amilosio notevolmente aumentato, confermando che le 
mutazioni identificate hanno un effetto deleterio sulla funzionalità delle proteine SBEIIa. Queste linee 
saranno utilizzate in programmi di breeding allo scopo di produrre varietà commerciali di frumento duro 
caratterizzate da un alto contenuto di amilosio. Al fine di selezionare le mutazioni di interesse all’interno di 
popolazioni segreganti, è stato messo appunto un saggio di genotyping, utile per la Marker Assisted Selection, 
basato sull’utilizzo dell’analisi High Resolution Melting. 
Per quanto riguarda i geni GW2, sono state identificate in totale 29 nuove varianti alleliche. Per ciascun allele 
è stata identificata una linea che possiede una mutazione all’interno del dominio conservato RING. In 
particolare, per l’allele GW2-A è stata identificata una mutazione missenso che porta al cambiamento di una 
delle cisteine altamente conservate ed implicate nella formazione del motivo a dita di zinco, tipico del 
dominio RING. Inoltre, per l’allele GW2-B è stata identificata una mutazione in uno dei siti di splicing, 
risultata deleteria per la funzionalità della proteina. La caratterizzazione dei mutanti trovati per entrambi gli 
omeologhi GW2 permetterà potenzialmente di comprendere la funzione di questo gene in frumento e di creare 
nuove linee con caratteristiche agronomiche superiori. 
Oltre l’approccio TILLING, è stata ricercata variabilità genetica per i loci GW2 nella varietà di frumento 
tenero a seme grande Lankaodali. L’analisi delle regione del promotore del gene GW2-A ha portato 
all’identificazione di un polimorfismo di tipo In/Del che comprende la regione della TATA box ed il sito di 
inizio della trascrizione, putativamente responsabile di una minor espressione del gene GW2-A. Tale varietà 
è stata incrociata con la cultivar di frumento duro Svevo e la varietà di frumento tenero Rebelde. Al fine di 
discriminare per la presenza o assenza del polimorfismo è stato sviluppato un marcatore basato sulla PCR, 
utile in programmi di breeding.  
Per concludere, i risultati ottenuti hanno mostrato che la popolazione TILLING di frumento duro cultivar 
Svevo rappresenta una valida risorsa per generare nuova variabilità genetica da utilizzare in programmi futuri 
di miglioramento genetico. 
 



 

 

 

 

  



 

 

Abstract 

In this PhD project, a new TILLING platform of durum wheat has been used for the production of lines 
characterized by a high amylose content and lines with novel genetic variation in the GW2 loci, putatively involved 
in yield increase. 
In wheat, the silencing of the SBEIIa genes was reported to produce a high amylose phenotype and consequent 
increase of starch fraction with reduced digestibility, termed “resistant-starch”. The starch digestibility is of great 
interest for the modulation of the glycemic index of food products and for the control of some important diet-
related diseases. 
The genetic improvement of grain yield in major cereals has traditionally been one of the most important 
contributions to an increased global food supply. Grain size is the major component of grain yield in wheat and it 
is a quantitative trait controlled by both major and minor genes. Different studies suggest the Grain Weight 2 
(GW2) is a negative regulator of grain width and weight and it is a useful locus for improvement grain yield in 
staple crops. The GW2 gene encodes a RING type E3 ubiquitin ligase involved in the degradation on protein 
substrate through the ubiquitin-26S proteasome system. The function of this gene in wheat has not yet been fully 
understood. 
The TILLING analysis led to the identification of 45 mutants for the two homeologous SBEIIa genes. A knock-
out mutation was identified for both SBEIIa omeoalleles. The double null SBEIIa-A-B- mutant line, obtained by 
crossing the two single null SBEIIa-A- and SBEIIa-B- mutant lines, showed a reduced expression of both SBEIIa 
genes, an altered starch granule morphology and a double amylose content compared to the control line. 
Furthermore, the identified SVEMS_1433 mutant was of particular interest because it presented the same 
deleterious mutation in both SBEIIa homoeoalleles. This mutant showed the same phenotype to the double null 
SBEIIa-A-B- line, with aberrant starch granules and a greatly increased amylose content, confirming that the 
identified mutations have a deleterious effect on the functionality of SBEIIa proteins. The most interesting SBEIIa 
mutant lines, identified in the present work, will be used in breeding programs in order to produce commercial 
lines of durum wheat characterized by a high amylose content. To follow the mutations in segregating populations, 
a genotyping assay, based on the High Resolution Melting analysis and useful for the Marker Assisted Selection, 
was developed. 
Simultaneously, partial genomic sequences of both GW2 homoeoalleles (GW2-A and GW2-B) have been isolated 
for TILLING purposes. Screening analyses resulted in the identification of 39 new allelic variants for GW2 
homoeologous genes. For each allele a line carrying a deleterious-predicted mutation in the conserved RING 
domain was identified. In particular, for GW2-A a missense mutation leading to a substitution of the highly 
conserved cysteine involved in the zinc finger motif formation, typical of the RING domain, has been identified. 
Furthermore, for the allele GW2-B, a knock-out mutation was also identified. The characterization of the GW2 
identified mutants pave the way for understanding the function of this gene in wheat and for developing new lines 
with an increased yield. 
Interestingly, in addition to the TILLING approach, sequencing analyses of the GW2 gene promoter region of the 
natural variety Lankaodali, characterized by a higher grain size, showed a 114 bp deletion including the TATA 
box element and the Start Transcription Site (SST), in comparison to small seed genotypes. This variety was 
crossed with both the durum wheat cultivar Svevo and bread wheat cultivar Rebelde. In order to discriminate the 
presence or absence of the In/Del polymorphism, a PCR-Marker Assisted Selection assay useful in breeding 
programs, has been developed. 
So far, our results showed that the Svevo TILLING population used in this work represents a powerful reverse 
valid resource to generate novel genetic variability to be used in future breeding programs of durum wheat. 
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1. Introduzione  

1.1. Il frumento oggi 

“Aumentare la produzione e la produttività in modo sostenibile in termini economici, sociali e 

ambientali, tenendo in considerazione la diversità delle condizioni agricole, è una delle sfide più 

importanti che il mondo deve affrontare oggi " (http://www.g20.org/en). 

In alcuni regioni del mondo, la crescita della popolazione, il cambiamento climatico e l'uso non 

sostenibile delle risorse naturali hanno già avuto un impatto negativo sull’approvvigionamento 

alimentare. In assenza di un impegno globale per costruire sistemi alimentari adattati a garantire la 

sicurezza alimentare, questo impatto negativo è destinato ad aumentare ed a condurci ad un deficit 

alimentare con conseguente denutrizione ed aumento della povertà delle popolazioni più vulnerabile. 

Insieme al riso e al mais, il frumento è una delle colture essenziali per la civiltà umana. Con più di 215 

milioni di ettari coltivati ogni anno (dati FAOSTAT 2012), il frumento è il cereale più diffuso in tutto il 

mondo, la più importante fonte di proteine, e fornisce circa il 20% delle calorie totali per il consumo 

umano (Braun et al. 2010). Con circa 147 milioni di tonnellate (dati FAOSTAT 2012), il commercio 

annuale mondiale del frumento è superiore a quello di riso e mais. Da ciò, una produzione di frumento 

stabile e affidabile è di fondamentale importanza per l’approvvigionamento alimentare globale. Le 

ragioni del suo successo sono molteplici sia dal punto di vista agronomico che qualitativo (Shewry 

2009). Il frumento è una coltura che si adatta bene alle basse temperature e può essere impiegata in 

rotazione con altre colture quali il riso, il cotone, la soia e il mais dando agli agricoltori un’alternativa 

importante dal punto di vista economico ed alimentare. Inoltre, il frumento presenta un buon profilo 

nutrizionale ed è una fonte, oltre che di carboidrati, anche di alcuni amminoacidi essenziali, di minerali, 

di vitamine e di alcune sostanze associate ad effetti benefici per la salute detti phytochemicals. La 

peculiarità maggiore del frumento, tra i cereali, è però dovuta alle proprietà viscoelastiche uniche dei 

suoi impasti che permettono la produzione di un’ampia varietà di prodotti consumati in tutto il mondo, 

tra cui pane, pasta, noodles, couscous, biscotti e tanti altri prodotti alimentari. Queste proprietà 

dipendono dalla struttura e dalle interazioni tipiche tra le proteine di riserva della cariosside che formano 

la frazione proteica del glutine. Con una popolazione mondiale prevista di 9,3 miliardi nel 2050, la 

domanda di frumento dovrebbe aumentare del 60% rispetto al 2010. Per soddisfare questa domanda, 

aumenti medi di rendimento annuali devono salire dal livello attuale dell’1,1% (2001-2010) all’1,7% 

(2011-2050; Rosegrant e Agcaoli 2010). Pertanto è necessario un grande sforzo da parte della comunità 

scientifica per aumentare la produzione di frumento e la sua sostenibilità, garantendo 

contemporaneamente la produzione di prodotti sicuri e di alta qualità. 
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1.1.1. Produttività e qualità in risposta alle esigenze globali del XXI secolo 

Fin dagli inizi dell'agricoltura, circa 10.000 anni fa, i cereali hanno fornito la principale fonte di calorie 

per la dieta umana. Diversi tipi di cereali sono stati addomesticati dagli agricoltori di tutto il mondo per 

le loro caratteristiche quali un alto rendimento, un buon valore nutrizionale e facilità di trasporto e di 

stoccaggio. Tra questi, il frumento ha avuto un ruolo particolarmente importante e a tutt’oggi è la coltura 

maggiormente diffusa in tutto il mondo con oltre 237 milioni di ettari. Inoltre, il frumento rappresenta 

una fonte proteica importantissima, seconda dopo il riso per le calorie che fornisce alla dieta alimentare. 

Da diversi millenni, la selezione da parte dell’uomo di caratteristiche legate alla resa ed alla qualità ha 

portato a significativi miglioramenti nelle varietà di frumento coltivate rispetto alle loro forme 

selvatiche. Grazie poi alla rivoluzione verde del 1960, con l’introduzione di caratteristiche quali lo 

sviluppo accelerato delle colture, il portamento ridotto, l’insensibilità al fotoperiodo e l’aumento della 

resistenza alle malattie, vi è stato un notevole contributo al miglioramento delle rese. Da tale periodo 

fino ad oggi, l’incremento medio della produzione di frumento è significativamente diminuito (Tabella 

1.1), con ampie variazioni di rendimento tra paesi (http://www.wheatinitiative.org/). A causa della 

crescita della popolazione mondiale, all’aumento dei prezzi dei fertilizzanti e dei pesticidi, all’aumento 

dell’utilizzo delle colture per la produzione di biofuel, agli effetti negativi delle alte temperature e della 

siccità dovuta ai cambiamenti climatici ed infine all’urbanizzazione/erosione dei terreni agricoli, la 

produzione mondiale di frumento negli ultimi 15 anni non è sempre stata in grado di soddisfare la 

domanda globale (fonte USDA). 

 

Tabella 1.1. Progressi nell’incremento delle rese in frumento (periodi di 10 anni) a partire dal 1960 fino ad oggi (dati 
FAOSTAT), ed esigenza di rese prevista per il 2050. Tratto da http://www.wheatinitiative.org/. 
 

 
 
Una soluzione diretta per aumentare la produzione globale di frumento sarebbe quella di aumentare la 

produttività per ettaro. Tuttavia, il rendimento annuo del frumento sembra essere stagnante in molte 

regioni del mondo. Nonostante, a livello globale, vi sia la richiesta di varietà di frumento diverse per 

prodotti ed usi differenti, tutti i paesi condividono il bisogno urgente di aumentare caratteristiche come 

la resa e una migliore adattabilità a stress biotici ed abiotici, garantendo contemporaneamente la 

produzione di prodotti sicuri ad alta qualità nutrizionale. Inoltre, la tendenza nei paesi industrializzati è 

quella di avere alimenti che, al di là delle funzioni nutritive di base, siano in grado di apportare benefici 

alla salute umana e di prevenire o ridurre il rischio di malattie croniche importanti. Questa categoria di 
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prodotti alimentari è generalmente identificata con l’espressione di “alimenti funzionali”. Il frumento, 

essendo significativamente presente nella dieta, costituisce un mezzo ideale per un eventuale apporto di 

sostanze benefiche per la salute umana. 

L'uso più efficiente delle risorse genetiche rappresenta uno degli approcci più importanti per migliorare 

caratteristiche quali la produttività e le caratteristiche qualitative del frumento. Negli ultimi dieci anni, 

sviluppi nel campo della genomica, genetica molecolare e delle biotecnologie hanno fornito nuovi 

strumenti per il miglioramento vegetale insieme ad una migliore comprensione della fisiologia e dello 

sviluppo del frumento. Queste tecnologie possono essere utilizzate per accelerare i tradizionali 

programmi di breeding o introdurre nuova variabilità in frumento attraverso metodi convenzionali e 

non. Per il frumento sarà, infatti, necessaria una seconda rivoluzione verde per aumentare la produzione 

mondiale di frumento del 60% entro il 2050 (Rosegrant & Agcaoili 2010). Questo obiettivo potrà essere 

raggiunto soltanto con l'utilizzo delle nuove tecnologie. 

 
1.2. Filogenesi ed organizzazione del genoma di frumento 

Il frumento è un cereale appartenente alla famiglia delle Graminaceae o Poaceae. Tale famiglia 

comprende la tribù delle Triticeae, la sottotribù delle Triticinae a cui appartengono diversi generi e 

specie, tra le quali il frumento (Triticum ssp.). Vi sono differenti trattazioni tassonomiche e molti 

scienziati preferiscono distinguere tra il genere Triticum e il genere Aegilops. Al genere Triticum 

appartengono diverse specie tra cui: Triticum monococcum L. (genoma AmAm); Triticum urartu 

(genoma AuAu); Triticum turgidum L. (genoma AABB); Triticum timopheevii (Zhuk) Zhuk. (genoma 

AAGG); Triticum aestivum L. (genoma AABBDD) e Triticum zhukovskyi (genoma AAAAGG; 

Matsuoka 2011). Queste specie sono raggruppate in tre sezioni: Sez. Monococcon (costituito da specie 

diploidi); Sez. Dicoccoidea (costituito da specie tetraploidi) e Sez. Triticum (composto di specie 

esaploidi). Di queste specie, T. urartu esiste solo nella sua forma selvatica, mentre esistono T. aestivum 

e T. zhukovskyi solo come forme coltivate. Le altre specie, T. monococcum, T. turgidum e T. timopheevii, 

hanno sia una forma selvatica che una forma coltivata. Tutte le specie di Triticum sono native della 

Mezzaluna Fertile del Vicino Oriente, che comprende il Mediterraneo orientale, Turchia sud-orientale, 

il nord dell’Iraq, l’Iran occidentale e della regione Transcaucasia. Grazie ad una moltitudine di dati 

archeologici, morfologici genetici e citogenetici, è stato possibile tracciare la storia della dell’evoluzione 

dei frumenti coltivati. Fenomeni di domesticazione, ibridazione naturale seguita da eventi di 

alloploidizzazione sono le forze che hanno portato alle speciazione dei vari frumenti Triticum. 

La domesticazione è quel fenomeno attraverso il quale l’uomo ha selezionato specifici caratteri a seguito 

di mutazioni spontanee presenti nelle piante selvatiche (Matsuoka et al. 2011). Nel frumento uno dei 

caratteri essenziali, responsabile della sindrome di domesticazione, è la perdita della dispersione del 

seme dovuta alla fragilità della rachide; ciò impedisce al vento di disperdere le cariossidi facilitandone 

la raccolta. Questa caratteristica è controllata da due alleli recessivi Brittle rachis-A1 e Brittle rachis-B1 

localizzati rispettivamente nel braccio corto dei cromosomi 3A e 3B (Watanabe et al. 2002). Un altro 

carattere importante per la domesticazione del frumento è stata la perdita di aderenza delle glume alla 
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cariosside che ha portato al frumento free-threeshing (Figura 1.1b). Questa caratteristica è controllata 

da due importanti loci, Tg (tenacius glume) situato nel braccio corto del cromosoma 2B e 2D e Q situato 

nel braccio lungo del cromosoma 5A (Matsuoka 2011). 

 

 
 

Figura 1.1. (a) Schema di diversificazione dei frumenti del genere Triticum. Le frecce in rosso indicano gli eventi di 
allopoliploidizzazione che hanno coinvolto la specie Aegilops mentre le frecce verdi quelli che hanno coinvolto le specie 
Triticum. La freccia verticale nera indica gli eventi di domesticazione. (b) Evoluzione Triticum turgidum e Triticum aestivum. 
I box arancioni e verdi indicano rispettivamente i frumenti non-free-threshing e free-threshing. Le frecce rosse e blu indicano 
eventi di speciazione per alloploidizzazione. Tratto da Matsuoka et al. 2010. 
 

L’alloploidizzazione via ibridazione naturale, con le specie del genere Aegilops (Figura 1.1a), è stata la 

maggior forza che ha portato alla diversificazione durante l’evoluzione delle specie Triticum 

(Tsunewaki 2009). La specie diploide T. monococcum, con genoma AmAm, e la specie T. urartu con 

genoma AuAu hanno avuto un'origine monofiletica e si sono differenziate più di un milione di anni fa 

(Huang et al. 2002). Evidenze basate su studi morfologici, citologici e genetici, suggeriscono che, dopo 

la divergenza di T. monococcum e T. urartu, le specie tetraploidi con genoma AABB e AAGG (Figura 

1.1a) si siano evolute meno di mezzo milione di anni fa attraverso l'ibridazione tra T. urartu e Aegilops 

speltoides Tausch (genoma SS). In questo processo, si ritiene siano avvenuti almeno due eventi di 
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ibridazione indipendente: uno associato con l'origine di T. turgidum (genoma AABB), e l'altro con 

l'origine di T. timopheevii (genoma AAGG) (Sarkar e Stebbins 1956; Shands e Kimber 1973; Chapman 

et al. 1976; Dvorak 1976; Dvorak et al. 1988, 1993; Ogihara e Tsunewaki 1988, Noda e Ge 1989; Dvorak 

e Zhang 1990; Huang et al. 2002; Kilian et al. 2007a). 

La genesi delle specie tetraploidi ha posto le basi per un'ulteriore diversificazione attraverso la 

speciazione per alloploiploidia, dove attraverso l’ibridazione naturale, ha seguito il raddoppiamento 

cromosomico (anfiploidia), alcune centinaia di anni più tardi. Durante lo sviluppo dell’agricoltura, nella 

mezzaluna fertile, circa 10000 anni fa, T. turgidum e T. timopheevii sono stati domesticati e comparvero 

le prime forme coltivate (Feldman 2001; Salamini et al. 2002). Nella stessa area venne domesticato 

anche il T. monoccoccum (Kilian et al. 2007b).  

Il  T. aestivum (genoma AABBDD) si è formato attraverso l'ibridazione di T. turgidum con la specie 

selvatica Aegilops tauschii Coss. (genoma DD; Figura 1.1a; Kihara 1944 , McFadden e Sears 1944). T. 

zhukovskyi (genoma AAAAGG) è nato attraverso l'ibridazione di T. timopheevii con il coltivato einkorn 

T. monococcum nella regione Transcaucasica. Ad oggi, sia per T. aestivum che per T. zhukovskyi non 

sono note forme selvatiche.  

Le origini separate per le specie tetraploidi con genoma AABB e AAGG porta alla formazione di due 

gruppi poliploidi indicati come il gruppo T. turgidum (comprensiva di T. turgidum e T. aestivum) ed il 

gruppo T. timopheevii (comprensiva del T. timopheevii e T. zhukovskyi) (Matsuoka 2011). Il gruppo del 

T. timopheevii comprende la specie selvatica ssp. araraticum, ha distribuzione limitata e le sue cultivar 

sono endemiche della regione Transcaucasica. Al contrario il gruppo T. turgidum è ampiamente diffuso 

e prodotto in tutto il mondo (Matsuoka 2011). 

L’allopoliploidia ha consentito la confluenza in un'unica pianta di genomi precedentemente adattati a 

condizioni ambientali differenti; questo processo è alla base della forte capacità di adattamento dei 

frumenti poliploidi ad ambienti molto differenti (Dubcovsky e Dvorak, 2007). 

Il più importante frumento della serie degli allotetraploidi è il frumento duro (Triticum turgidum ssp. 

durum Desf. Figura 1.1b), il cui genoma risulta omologo a quello delle specie ancestrali T. turgidum 

ssp. dicoccoides (allotetraploide selvatico) e T. turgidum ssp. dicoccon (farro medio), specie interessanti 

soprattutto per reintrodurre nel frumento coltivato alleli utili. Invece per la serie alloesaploide, la 

sottospecie più importante è quella del frumento tenero (Triticum aestivum ssp. aestivum) insieme ad 

altre specie esaploidi quali T. aestivum ssp. spelta (farro grande) e T. aestivum ssp. sphaerococcum 

(Figura 1.1b) (Slageren, 1994). I frumenti coltivati, quelli selvatici e le specie affini delle Triticeae sono 

intercompatibili tra loro per cui, anche se con diverso grado di difficoltà, è possibile il trasferimento 

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

 

1.3. Il frumento duro e le ragioni del suo successo 

Il frumento duro viene coltivato in un’area pari a circa 20 milioni di ettari e la sua produzione raggiunge 

il 5% (circa 30 milioni di tonnellate annue) di quella del frumento tenero (dati FAOSTAT 2009). Ciò 

nonostante, l’importanza economica di questa coltura è molto superiore a quanto possono indicare questi 
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dati. La produzione del frumento duro viene, infatti, quasi totalmente impiegata per il consumo umano, 

ed il suo prezzo di mercato è superiore a quello del frumento tenero (dati ISMEA 2011). L’Unione 

Europea, seguita dal Canada, Usa ed infine dal nord Africa e Asia Occidentale (WANA, West Asia and 

North Africa), è tra i maggiori produttori di frumento duro al mondo. In queste regioni, l’importanza 

alimentare di questa coltura è testimoniata da un elevato consumo pro-capite di pasta e di prodotti tipici 

trasformati. Nei paesi dell’Unione Europea, la maggior parte della produzione è concentrata soprattutto 

in Italia ed in particolar modo nell’Italia meridionale, dove riveste un’importanza primaria per la 

produzione agricola e per l’industria agro-alimentare locale (dati ISMEA 2011).  

Rispetto al frumento tenero, il frumento duro è meno resistente alle basse temperature e si adatta meglio 

ad ambienti caratterizzati da piovosità relativamente basse (tra 250 e 500 mm) e temperature elevate. La 

maggior parte degli ambienti dove viene coltivato vengono, infatti, definiti semi-aridi, con piovosità 

inferiori o uguali a 350 mm annui (Bozzini 1988). Nel bacino del Mediterraneo, l’areale di coltivazione 

più importante, il frumento duro è coltivato principalmente in condizioni non irrigue ed in ambienti 

molto diversificati ma in genere caratterizzati da una piovosità scarsa e molto variabile dove la 

produzione è spesso minacciata dalle condizioni di crescita estreme e dove gli stress biotici ed abiotici 

possono causare perdite in termini di resa e qualità. 

La granella del frumento duro è di colore giallo ambrato (esistono anche forme con pericarpo da rosso 

a purpureo), ha un aspetto vitreo ed ha un endosperma molto più duro rispetto a quello del frumento 

tenero. Queste caratteristiche determinano l’idoneità del frumento duro alla molitura in semola (Flagella 

2006). La semola è la principale materia prima per la produzione di pasta, couscous, burghul, altri 

prodotti tipici in WANA e per la produzione di pane lievitato e non nei paesi del mediterraneo. In altri 

paesi, il frumento duro è utilizzato per produrre un’ampia gamma di prodotti quali chapatis nel sub-

continente indiano, pane lievitato nel Caucaso, tortillas e mote in America Meridionale e Centrale, ed 

in molti casi costituisce un'importante fonte alimentare. In America settentrionale, inoltre, il frumento 

duro è usato nella realizzazione di prodotti estrusi per colazione. La tendenza al livello mondiale è un 

incremento nei consumi di tali prodotti che sono un gruppo importante di cibi salutistici, bilanciati e 

nutritivi. In particolar modo, il consumo di pasta si sta sempre più diffondendo dall’Italia in tutto il 

mondo, poiché è considerata un alimento sano, facile da preparare e conservare per lunghi periodi. 

 

1.4. La cariosside 

I costituenti e la struttura stessa della cariosside del frumento duro (e più in generale dei cereali), 

influenzano le caratteristiche tecnologiche e nutrizionali dei relativi prodotti trasformati. Le tecniche ed 

i metodi impiegati per lo stoccaggio e la trasformazione condizionano in diversa misura la qualità finale 

ed il valore nutrizionale dei prodotti. In figura 1.2 è rappresentata la struttura della cariosside di 

frumento. 

La cariosside è un frutto secco indeiscente, in cui i tessuti del pericarpo sono saldati con quelli del seme. 

Essa è costituita dall’endosperma (87-89%), dall’embrione (2-4%) e dai tegumenti o involucri (8-10%). 

L’embrione o germe consta di due parti principali, l’asse embrionale e lo scutello ed entra a far parte dei 
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sottoprodotti della molitura. L’endosperma, da cui deriva la semola, è formato da uno strato aleuronico 

esterno e da un parenchima interno contenente principalmente amido (65-75%; Stone e Morell 2009) e 

proteine di riserva. L’endosperma amidaceo contiene, inoltre, piccole percentuali di lipidi, sostanze 

minerali, polisaccaridi non amidacei e composti fenolici a basso peso molecolare. La crusca, una delle 

principali frazioni ottenute con la molitura, costituisce il 14-16% del peso della cariosside e comprende 

pericarpo e testa. 

 

 
 

Figura 1.2. Struttura e componenti chimici della cariosside di frumento. Modificata da Surget e Barron (2005). 

 

1.5. Il miglioramento genetico 

Il miglioramento genetico delle piante ha un ruolo insostituibile nell’agricoltura moderna. Il 

miglioramento della qualità e l’incremento delle rese nelle varietà in commercio sono i principali 

obiettivi delle attività di breeding o selezione dei cereali. L'aumento della produttività delle varietà 

cerealicole rappresenta un obiettivo primario soprattutto in un’ottica di sostenibilità della produzione. I 

programmi di miglioramento della qualità sono focalizzati quasi esclusivamente sulle caratteristiche 

funzionali e tecnologiche o sulle proprietà nutrizionali dei cereali (Henry, 2004). 

Per miglioramento genetico vegetale si intende il processo che permette di modificare il patrimonio 

genetico di una pianta al fine di migliorare le caratteristiche di cui l'uomo ha bisogno. Il miglioramento 
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genetico classico sfrutta la variabilità genetica, presente in natura all'interno di ogni specie o di specie 

affini, per indirizzarne l'evoluzione nella direzione gradita dall'uomo. Le principali fonti di variabilità 

sono le mutazioni, la ricombinazione genetica, l’ibridazione e la poliploidia. Tuttavia, l'approccio 

classico ha il limite di non poter prescindere dall’incrocio sessuale seguito da una fase di selezione per 

le caratteristiche desiderate. Un altro limite al miglioramento genetico classico è la disponibilità di 

variabilità genetica. L’enorme pressione selettiva che ha caratterizzato il frumento, dalla sua 

domesticazione ad oggi, ha causato una sostanziale modificazione ed impoverimento del corredo 

genetico rispetto a quello posseduto dai suoi progenitori selvatici. 

Con lo sviluppo delle biotecnologie i ricercatori ed i miglioratori hanno a disposizione potenti mezzi per 

migliorare la ricerca in campo agricolo e per superare i limiti del miglioramento genetico tradizionale. 

I metodi convenzionali, oggi impiegati per superare la barriera sessuale e creare nuova variabilità 

genetica, comprendono sia le colture in vitro (dove per il miglioramento si usano, ad esempio, la fusione 

di protoplasti e la variazione somaclonale, l’embriogenesi somatica) sia la mutagenesi.  

I metodi non convenzionali si basano sull’uso del DNA ricombinante. Attraverso la manipolazione 

genetica è possibile produrre varietà transgeniche o cisgeniche, che possono contenere geni non 

altrimenti introducibili attraverso incrocio e selezione.  

Senza dubbio l’associazione e l’uso coordinato di metodi classici e delle biotecnologie più avanzate 

costituisce un potente mezzo per il miglioramento genetico di specie di interesse, riducendo, 

notevolmente, i tempi per la realizzazione di varietà con caratteristiche superiori. 

 

1.5.1. La mutagenesi nel miglioramento genetico e nella genetica inversa 

Nel corso degli anni, la mutagenesi ha svolto un ruolo significativo nel miglioramento genetico vegetale. 

Attraverso questo metodo, è stato possibile realizzare nuova variabilità genetica per caratteri che 

controllano le caratteristiche di maggiore interesse allo scopo di creare nuove varietà che rispondano 

alle richieste del XXI secolo (Sikora et al. 2011; Mba 2013). Il programma congiunto della FAO-IAEA 

ha mostrato che, in tutto il mondo negli ultimi 40 anni, oltre 3200 varietà con una o più caratteristiche 

utili, sono state ottenute attraverso l’uso della mutagenesi e sono state ufficialmente rilasciate e 

commercializzate (FAO-IAEA, Mutant Variety Database 2013, 

http://mvgs.iaea.org/AboutMutantVarieties.aspx). In passato, la mutagenesi è stata utilizzata, per 

identificare i geni responsabili di un fenotipo di interesse, con un approccio di genetica classica. 

Tuttavia, questo approccio ha dei limiti. Per esempio, è difficile individuare un particolare fenotipo 

all’interno di una popolazione molto grande, inoltre, l’effetto di alcune mutazioni è mascherato dalla 

presenza di geni omeologhi o duplicati. In frumento, l’analisi funzionale dei geni e, di conseguenza, 

l’isolamento di geni responsabili di caratteristiche di interesse agronomico e qualitativo, sono stati per 

lungo tempo ostacolati dalla mancanza di strumenti di analisi efficienti per le specie poliploidi. 

Nell’ultimo ventennio, grazie in primo luogo alla disponibilità di un vasto repertorio di sequenze 

nucleotidiche, sono state sviluppate diverse tecnologie di genetica inversa, tra cui il TILLING 

(Targeting Induced Local Lesions IN Genomes, McCallum et al. 2000a, 2000b), basate sulla 
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“inattivazione” del gene di interesse al fine di verificare il fenotipo associato e definire la funzionedel 

gene stesso (Parry et al. 2009; Gilchrist e Haughn 2010). 

 

1.6. Targeting Induced Local Lesions IN Genomes (TILLING ) 

Il TILLING è una tecnica di genetica inversa, che combina la mutagenesi chimica tradizionale con 

tecniche di screening delle mutazioni puntiformi ad alta processività in una regione genica d’interesse 

(Till et al. 2007). Tale metodo ha il vantaggio che è una tecnologia applicabile a numerosi organismi, 

con genomi di varie dimensioni, diploidi o poliploidi, omozigoti o eterozigoti, e risulta uno strumento 

attraente non solo per studi di genomica funzionale ma anche per applicazioni agronomiche. Il TILLING 

permette, infatti, un ulteriore miglioramento delle varietà già selezionate, mediante l’introduzione di 

nuova variabilità, senza ricorrere alle tecniche di breeding tradizionali o di trasformazione genetica. In 

particolar modo, il TILLING rappresenta uno strumento di elevato potenziale per gli studi di genomica 

funzionale ed il miglioramento delle coltivazioni cerealicole. La natura recalcitrante delle maggiori 

specie cerealicole ai processi di trasformazione e rigenerazione in vitro, causa notevoli limitazione agli 

approcci di mutagenesi inserzionale e silenziamento attraverso tecnologia transgenica. Al contrario, la 

poliploidia di specie come il frumento comporta un’elevata capacità di tolleranza ai trattamenti di 

mutagenesi classica, consentendo la produzione di popolazioni ad elevata densità di mutazioni. Inoltre 

la mutagenesi chimica permette la produzione di numerosi varianti alleliche del gene target associate a 

diversi livelli di alterazione del fenotipo corrispondente; le nuove serie alleliche rappresentano 

un’opportunità sia per gli studi funzionali che per la produzione di fenotipi con caratteristiche intermedie 

tra il wild-type e il mutante knock-out. L’attuale atteggiamento della società e del Legislatore nei 

confronti delle tecnologie transgeniche, rende il TILLING una strategia di miglioramento genetico di 

più facile utilizzo e applicazione.  

La creazione di una piattaforma TILLING consta di tre step principali (Figura 1.4): 

- lo sviluppo di una popolazione mutagenizzata; 

- l’estrazione del DNA e la preparazione di pool; 

- l’analisi delle mutazioni. 

1.6.1. Sviluppo della popolazione mutagenizzata 

I semi sono mutagenizzati attraverso un trattamento con un agente chimico mutageno, come l’etil-

metan-sulfonato (EMS), il sodio azide e l’N-metil-N-nitrosurea (MNU). L’agente mutageno ideale per 

il TILLING, deve indurre sostituzioni nucleotidiche casuali o piccole inserzioni/delezioni (minori di 30 

mucleotidinucleotidi) con un'alta frequenza nel genoma. Per le piante, l’EMS è il mutageno utilizzato 

maggiormente per produrre popolazioni TILLING (Till et al. 2007). Questo agente chimico produce 

mutazioni puntiformi attraverso l’alchilazione di un residuo di guanina, provocando maggiormente 

transizioni G→A e C→T (Greene et al. 2003; Slade et al. 2005). Questo tipo di mutazione ha una 

probabilità relativamente alta di provocare la formazione di codoni non senso. 
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Figura 1.3. Schematizzazione della strategia TILLING. 

La strategia generale per la produzione di popolazioni mutanti nei cereali prevede l’esposizione dei semi 

(M0) al trattamento mutageno, seguita dall’autoimpollinazione della progenie M1 che dà vita ai semi M2. 

Il trattamento mutageno dei semi produce piante M1 chimeriche e la segregazione delle mutazioni 

avviene nella M2. Dalle foglie degli individui M2 viene isolato il DNA genomico utilizzato per l’analisi 

delle mutazioni (Figura 1.3). Le piante M3 vengono caratterizzate al livello fenotipico mentre i semi M4 

costituiscono la collezione dei semi della popolazione mutagenizzata, utilizzati per lo studio funzionale 

delle mutazioni identificate. La generazione M3 è ancora segregante e non tutte le piante hanno le 

mutazioni presenti nella M2. Till et al. (2000) hanno utilizzato il trattamento mutageno del polline in 

mais. La mutagenesi applicata al polline seguita dalla sua coltura in vitro comporterebbe enormi 

vantaggi rispetto alla questione della fissazione delle mutazioni: sarebbe possibile ottenere mutanti 

omozigoti in un a singola generazione (Baylan et al. 2008). 

Il parametro di valutazione più rilevante per determinare la qualità di una popolazione di piante 

mutagenizzate è la frequenza di mutazioni indotte, presenti nel genoma dell’organismo bersaglio. 

Trattamenti mutageni più efficienti, in termini di densità di mutazioni indotte, richiedono la produzione 

di popolazioni di dimensioni inferiori con un evidente vantaggio nella gestione delle piante. L’efficacia 

del trattamento mutageno dipende dal dosaggio utilizzato e dal grado di ridondanza genica delle specie 

bersaglio (Parry et al. 2009). Per ciascun agente mutageno è opportuno ottimizzare la dose utilizzata nel 

trattamento, bilanciando l’esigenza di ottenere un’elevata densità di mutazioni con la necessità di 
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preservare la germinabilità e la fertilità delle piante e di produrre popolazioni di dimensioni sostenibili. 

Popolazioni mutagenizzate sono state prodotte in tutte le maggiori specie cerealicole inclusi riso (Wu et 

al. 2008; Till et al.2007; Suzuki et al. 2008), mais (Till et al. 2004), sorgo (Xin et al. 2008; Blomstedt et 

al. 2012), orzo (Caldwell et al. 2004; Talamè et al. 2008; Gottwald et al. 2009; Lababidi et al.2009), 

avena (Chawade et al.2010), frumento tenero (Slade et al. 2005; Dong et al.2009a; Feiz 2009; Uauy et 

al 2009; Fitzgerald et al. 2010; Sestili et al. 2010a; Chen et al. 2012) e frumento duro (Slade et al. 2005; 

Uauy et al. 2009; Bovina et al. 2014) (vedi tabella 1.2). Nelle specie diploidi il trattamento mutageno 

causa elevati livelli di sterilità; per queste specie è necessario produrre popolazioni molto grandi per 

raggiungere livelli saturanti di mutazioni. Al contrario, specie poliploidi come il frumento hanno 

un’elevata capacità di tolleranza alle mutazioni in ragione dell’effetto di compensazione svolto dai geni 

omeologhi (Stadler 1929); in questo caso il numero di piante mutanti necessario ad assicurare la 

copertura del genoma è minore. La capacità tampone delle specie poliploidi comporta la necessità di 

identificare alleli mutati per ciascuna copia omeologa del gene bersaglio al fine di verificare il fenotipo 

associato alla mutazione.  

1.6.2. Preparazione dei pool di DNA 

Nel TILLING, i metodi di identificazione delle mutazioni, si basano sulla presenza, nei prodotti PCR 

gene specifici, di molecole di DNA eteroduplex, caratterizzate dalla presenza di un mancato 

appaiamento nella doppia elica; il mismatch è il risultato dell’associazione, in seguito ad un ciclo di 

denaturazione e rinaturazione, tra le molecole di DNA a singolo filamento (ssDNA, single strand DNA) 

del wild type e quelle del mutante (Figura. 1.4). Per questa ragione, le amplificazioni PCR devono essere 

condotte su un pool di individui. Il DNA genomico isolato dai singoli individui della popolazione M2 

viene, quindi, miscelato in pool di dimensioni che, comunemente, vanno da 2 a 8 piante per singolo 

campione analizzato. L’aumento delle dimensioni dei pool favorisce il throughput dell’analisi ma 

provoca un effetto diluizione delle mutazioni presenti. In frumento l’elevata densità di mutazioni 

tollerata, in ragione della sua poliploida, determina una buona efficienza dei pool composti da due 

individui in termini di numero di mutazioni rilevate in un singolo esperimento (Parry et al. 2009). 

1.6.3. Sistemi di rilevamento delle mutazioni 

La prima tecnica di rivelazione utilizzata nel TILLING è stata la dHPLC (Denaturing High-

Performance liquid Chromatography), una tecnica cromatografica in grado di distinguere tra molecole 

omoduplex e eteroduplex. McCallum et al. (2000a) hanno utilizzato tale tecnica per l’analisi di una 

popolazione di Arabidopsis mutagenizzata con EMS. Il limite maggiore di tale metodica è il basso 

numero di campioni analizzabili contemporaneamente. Lo stesso gruppo di ricercatori ha messo a punto 

una tecnica basata sull’utilizzo di enzimi endonucleasici in grado di catalizzare una reazione di taglio 

specifico al 3’di un mismatch, in una molecola di DNA a doppia elica. L’enzima CelI appartiene alla 

famiglia delle nucleasi S1 che tagliano specificamente DNA a singolo filamento. Colbert et al. (2001) 
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hanno messo a punto un metodo che utilizza l’enzima CelI per identificare polimorfismi a singoli 

nucleotidi (SNP). In questo metodo i frammenti PCR vengono prodotti utilizzando oligonucleotidi 

specifici per il gene di interesse marcati con molecole fluorescenti (gli oligonucleotidi forward e reverse 

assorbono, rispettivamente, nell’infrarosso a 700 e 800nm). Gli ampliconi eteroduplex, derivanti 

dall’associazione tra filamenti normali e mutati, vengono digeriti dall’enzima CelI. I prodotti delle 

digestione (frammento integro e i frammenti derivanti dal taglio) vengono visualizzati su gel di 

acrilamide (in condizioni denaturanti) attraverso il sistema LI-COR, dotato di un rivelatore di 

fluorescenza. Il LI-COR 4300DNA Analyzer è in grado di analizzare fino a 96 pool, 192 campioni di 

DNA genomico, in una sola corsa. L’utilizzo di diversi fluorofori sui due oligonucleotidi utilizzati 

nell’amplificazione PCR, permette di rilevare i frammenti prodotti dal taglio enzimatico in canali distinti 

dell’analizzatore; questa strategia fornisce la possibilità di confermare la presenza della mutazione 

controllando che la somma dei due frammenti equivalga alle dimensioni dell’amplicone originale. 

Inoltre, le dimensioni dei frammenti prodotti dal taglio forniscono un’indicazione approssimativa della 

posizione della mutazione all’interno dell’amplicone. Dopo l’identificazione della mutazione, in un pool 

2x, si procede al sequenziamento dei due genotipi per determinare quale dei due sia mutante; nel caso 

di pool con dimensione maggiori è necessario un’ulteriore analisi di “re-TILLING” al fine di individuare 

il genotipo di interesse. Diversi gruppi hanno proposto forme modificate del metodo attraverso l’utilizzo 

di altri enzimi come Surveyor/CelII o EndoI per aumentarne l’affidabilità o il throughput (Triques et al. 

2008; Voskarides e Deltas 2009; Okabe et al. 2013).  

Diversi sistemi di analisi, dei frammenti derivanti dal taglio, sono stati sviluppati: dall’elettroforesi 

capillare (Cross et al. 2008; Suzuki et al. 2008), vantaggiosa in termini di sensibilità e livello di 

automazione, all’analisi su gel di agarosio, senza l’utilizzo di fluorofori, che rende il TILLING una 

tecnica di facile accesso (Raghavan et al. 2007).  

I sistemi di rivelazione delle mutazioni basati sull’elettroforesi con gel di poliacrilamide non denaturante 

o gel di agarosio, non necessitano dell’utilizzo di primer marcati con molecole fluorescenti e di strumenti 

ad alta processività, come il LI-COR 4300DNA Analyzer o ABI genetic analyzer, che sono 

generalmente costosi per i singoli laboratori. Questi sistemi sono stati applicati con successo nell’analisi 

di mutazioni indotte da EMS (Till et al. 2004; Slade et al.2005; Suzuki et al. 2008, Dong et al.2009b; 

Uauy et al. 2009; Chen et al.2012). La procedura di questi metodi è simile al sistema LI-COR, eccetto 

che per l’utilizzo di primer gene specifici, marcati con fluorofori. Un vantaggio di questi approcci è la 

possibilità di analizzare, con un alta sensibilità, frammenti di oltre 2 Kb in poco tempo (1-2 h) mentre 

per il sistema LI-COR le dimensione ottimali degli ampliconi sono comprese tra 1,2 Kb e 1,5 Kb e 

l’analisi necessita di tempi più lunghi (5 h) (Chen et al.2011; Chen et al. 2012). Inoltre, il sistema di gel 

di poli-acrilamide non denaturante o di agarosio, semplifica la procedura perché è possibile utilizzare 

strumenti disponibili in qualsiasi laboratorio di biologia molecolare di base, rendendo il TILLING una 

tecnica accessibile ed economica per il miglioramento delle specie coltivate o per gli studi di genomica 

funzionale.  
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Il sistema di elettroforesi su microchip (MCE®-202 MultiNA, Shimadzu) è una nuova strategia per 

l’analisi di mutazioni puntiformi in una popolazione TILLING (Chen et al. 2014). In generale, i prodotti 

digeriti da CelI, vengono separati tramite elettroforesi capillare. Le linee che presentano SNP producono 

nuovi frammenti nell’immagine virtuale del gel e mostrano un elettroferogramma simulato con picchi 

differenti. I sistemi di elettroforesi su microchip esportano una tabella di risultati, con le dimensioni (bp) 

e le concentrazioni (ng/ul) dei diversi frammenti, aiutando ad identificare i campioni positivi nel pool. I 

vantaggi di questo sistema sono diversi: alta sensibilità, facilità d’uso, software per l’analisi automatica 

dei dati ed elevato throughput. Tuttavia, il sistema di elettroforesi su microchip non è ancora largamente 

applicato nel TILLING; questo sistema necessità di essere ottimizzato a causa del forte rumore di fondo 

sugli elettroferogrammi simulati, causato da un’eccessiva sensibilità d’analisi o da prodotti aspecifici 

della digestione.  

La drastica riduzione dei costi del sequenziamento su larga scala ha reso possibile l’utilizzo delle 

tecniche di sequenziamento di nuova generazione (NGS, Next Generation Sequencing) nell’analisi 

TILLING. Le tecnologie NGS (Roche 454, Illumina/Solexa e ABI solid) possono essere utilizzate per 

identificare le mutazioni indipendentemente dalla scelta dell’agente mutageno, e possono aumentare il 

throughput del sistema riuscendo ad analizzare pool costituiti da 40-50 individui (Weil 2009). 

L’identificazione delle mutazioni negli organismi poliploidi, attraverso l’approccio di sequenziamento, 

risulta particolarmente efficiente perché non necessita dell’utilizzo di primer genoma specifici (Tadele 

et al. 2009). Attualmente, nonostante i progressi che sono stati compiuti nel migliorare il pooling e 

nell’utilizzo di pre-amplificazioni PCR dei frammenti di interesse, questa tecnica rimane ancora troppo 

costosa (Chen et al. 2014). Ad oggi, diversi servizi TILLING su larga scala come il Seattle TILLING 

Project, il Rice TILLING Project e il Maize TILLING project, hanno valutato l’utilizzo del NGS per il 

TILLING utilizzando le piattaforme Solexa e ABI SOLID (http://genome.purdue.edu/maizetilling/; 

http://tilling.fhcrc.org/). Inoltre la UC Davis TILLINGCore dispone di una piattaforma Illumina GAII e 

di una piattaforma Hi-seq per le analisi TILLING (http://tilling.ucdavis.edu/index.php/Main_Page).  

Ogni tecnica per l’identificazione delle mutazioni puntiformi presenta dei costi specifici, dei vantaggi e 

dei svantaggi.  

 

1.6.3.1. Analisi High Resolution Melting (HRM) 

L’analisi HRM (High Resolution Melting) è una tecnica ad alta processività sviluppata recentemente per 

lo screening delle mutazioni (Wittwer et al. 2003; Gady et al. 2009; Parry et al. 2009; Botticella et al. 

2011; Bovina et al. 2014).  

L’HRM non si basa sull’uso di endonucleasi di restrizione ed offre notevoli vantaggi in termini di costi 

e soprattutto di tempo rispetto alle tecniche utilizzate nel TILLING tradizionale. È un semplice saggio 

closed-tube, effettuato sugli ampliconi PCR e non implica alcun ulteriore processamento dei frammenti 

amplificati. La sensibilità e la specificità di tale metodo è migliore della tecnica dHPLC (Chou et al. 

2005) e si avvicina a valori del 100% per ampliconi di dimensioni minori di 400 bp (Reed e Wittwer 

2004). L’HRM risulta adatto ad analisi high–throughput in quanto prevede l’analisi di piastre di PCR 
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costituite da 96 o 384 posizioni. In questa metodologia, come nel TILLING classico, l’identificazione 

degli SNP è subordinata alla formazione di una molecola eteroduplex tra singoli filamenti di ampliconi 

wild-type (wt) e mutanti. Gli ampliconi oggetto di analisi, vengono prodotti per amplificazione PCR in 

presenza di concentrazioni saturanti di un fluoroforo che presenta bassa tossicità per la PCR e che si 

comporta da intercalante del DNA a doppio filamento (dsDNA, double strand DNA). Subito dopo, si 

procede all’analisi del profilo di melting (denaturazione) degli ampliconi con l’utilizzo dello strumento 

HRM, che permette un accurato controllo della temperatura e della fluorescenza. Il fluoroforo non 

interagisce con ssDNA ma si intercala nel dsDNA ed emette un segnale di fluorescenza in questa 

condizione. Dopo l’amplificazione PCR, lo strumento provvede al lento riscaldamento dei campioni e 

contemporaneamente registra la progressiva riduzione del segnale di fluorescenza causato dal rilascio 

della sonda da parte delle molecole di dsDNA in via di denaturazione (Wittwer et al. 2003). I dati forniti 

da uno strumento HRM consistono nei profili o curve di melting degli ampliconi analizzati che derivano 

dalla riduzione di fluorescenza vs l’aumento della temperatura. I frammenti PCR mutanti-eteroduplex 

mostrano un profilo di melting alterato rispetto alla sequenza omoduplex-wt. L’analisi HRM è risultata 

molto efficiente per l’identificazione di una larga varietà di SNP: transizioni (C→T, G→A e A→G); 

trasversioni (C→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 dimostrato che la sensibilità del metodo consente di utilizzare 

pool composti da almeno cinque campioni per ampliconi di dimensioni fino a 300 bp. L’applicazione di 

questa metodologia al TILLING offre particolari vantaggi nel caso di geni target caratterizzati da 

strutture ricche di regioni non codificanti e da un numero elevato di esoni di dimensioni limitate. In 

questa situazione l’utilizzo della digestione con Cel1, di ampliconi dell’ordine di grandezza di 1,5 Kb, 

implica l’identificazione di un’elevata percentuale di SNP “non funzionali” in quanto presenti nelle 

regioni introniche del gene. L’HRM si basa sull’analisi di frammenti di dimensioni fino a 500 bp; le 

amplificazioni PCR sono progettate in modo che l’amplicone copra la regione corrispondente ad un 

singolo esone con vantaggi in termini di tempo e di efficienza dell’analisi. In specie poliploidi, come il 

frumento, l’HRM prevede una strategia di Nested-PCR: la prima amplificazione PCR produce 

frammenti omoeologhi-specifici di dimensioni elevate (fino a 2 Kb); nella seconda PCR l’amplicone 

della 1a PCR viene utilizzato come stampo, da diverse coppie di oligonucleotidi specifiche per 

l’amplificazione degli esoni (Parry et al. 2009). Dong et al. (2009a) hanno dimostrato che in frumento 

tenero, l’analisi HRM, unita all’analisi di sequenza Mutation Surveyor®, è abbastanza sensibile da 

rilevare un singolo SNP eterozigote in un amplicone PCR contenente i tre frammenti omeologhi del 

gene di interesse. 

L’efficienza dell’HRM dipende dalla risoluzione dello strumento utilizzato e dalla scelta del fluoroforo. 

Studi di confronto di diverse strumentazioni e fluorofori, riportano che il throughput maggiore può 

essere ottenuto con l’utilizzo del fluoroforo LCGreen Plus in combinazione con lo strumento Idaho 

Technology LightScanner (Hermann et al. 2006, 2007).  
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1.6.4. Programmi bioinformatici per il TILLING 

L’identificazione di appropriati ampliconi è uno step importante per l’analisi TILLING. La selezione di 

una regione del gene target maggiormente idonea per l’analisi, fornisce un'alta possibilità di identificare 

mutazioni nonsenso ed utili mutazioni missenso. La scelta di questa regione deve tener conto del tipo di 

gene che si sta studiando, dell’effetto dell’agente mutageno sui codoni, sui siti di splicing e della 

conservazione della sequenza della proteina codificata. Il programma bioinformatico CODDLE (Codons 

Optimized to Discover Deleterious Lesions) è uno strumento di analisi di sequenze disponibile in rete 

(http://blocks.fhcrc.org/proweb/input/) di supporto all’analisi TILLING (Till et al. 2003). Questo 

programma utilizza: le banche dati pubbliche di sequenze per ottenere un modello esone-introne del 

gene di interesse, il database Blocks (http://bloks.fhcrc.org) per identificare le regioni conservate della 

proteina codificata e, attraverso l’algoritmo Primer3 (Rozen e Skaletsky 2000), identifica i primer per 

amplificare il frammento maggiormente adatto all’analisi TILLING. In particolare, dopo aver dato come 

imput la sequenza proteica o la sequenza del cDNA insieme alla sequenza genomica del gene di 

interesse, nell’interfaccia CODDLE si ottiene come risultato l’allineamento della proteina con le Blocks 

family dal reverse PSI BLAST search (Altschul et al. 1997). In questo modo sono identificati i domini 

della proteina conservati, si può accettare la “finestra” di default o personalizzare la ricerca di blocks di 

allineamento attraverso l’utilizzo di link alternativi. Dopo aver identificato l’omologia della proteina, 

COODLE procede alla scelta della regione che massimizza la possibilità di trovare mutazioni missenso 

e nonsenso.  

Una volta identificate le mutazioni è necessario valutare il loro effetto sulla struttura e funzionalità della 

proteina. La conservazione della sequenza proteica è usata come base per valutare se una mutazione 

missenso ha un effetto nella proteina codificata. Il programma PARSESNP (for Project Aligned Related 

Sequences and Evaluete SNPs; http://blocks.fhcrc.org/proweb/input/) riporta, per ogni mutazione 

analizzata, la posizione all’interno della sequenza in forma grafica e numerica (Taylor e Greene 2003) 

ed informazioni dei siti di restrizione persi o acquisiti attraverso la mutazione, utili per gli esperimenti 

successivi di genotyping. Per ogni mutazione il programma fornisce due valori: il PSSM ed il SIFT. 

Per ogni mutazione missenso, l'amminoacido osservato ed il potenziale aminoacido missenso-mutato 

vengono confrontati alla Position Specific Scoring Matrix (PSSM) per il blocco di riferimento in quella 

posizione. La differenza è calcolata tra il punteggio PSSM dell'amminoacido osservato e il punteggio 

PSSM della possibile variazione missenso. Mutazioni con un valore di PSMM >10 indicano che il 

cambiamento amminoacidico è putativamente non tollerato per la funzionalità della proteina. 

Il valore SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) predice, con un'accuratezza del 75%, se una 

sostituzione amminoacidica è deleteria o meno per la funzionalità dell'enzima (Ng e Henikoff 2003). Il 

programma SIFT considera la posizione alla quale avviene il cambiamento ed il tipo di amminoacido 

che cambia, allineando la sequenza proteica di interesse con sequenze in banca dati. Per valori di SIFT< 

0,05 il cambiamento amminoacidico è predetto non tollerato dalla proteina.  
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1.6.5. EcoTILLING  

L’Eco-TILLING rappresenta un’estensione della strategia di TILLING applicata all’analisi dei 

polimorfismi SNP presenti nelle popolazioni naturali (Comai et al. 2004). La tecnologia è la stessa 

utilizzata nel TILLING eccetto che per la strategia di pooling del DNA: gli individui da analizzare 

vengono mescolati in rapporto 1:1 con il campione di riferimento (Chen et al. 2011). L’ecoTILLING 

fornisce un metodo rapido, economico e preciso per individuare nelle popolazioni naturali, aplotipi 

diversi nei geni d’interesse. Il vantaggio di questo approccio risiede nel fatto che la caratterizzazione 

delle serie alleliche e la scoperta di nuovi varianti alleliche prevede il sequenziamento solo degli aplotipi 

individuati con l’analisi di TILLING. L’EcoTILLING è stato utilizzato in diverse applicazione tra cui: 

studi sulla diversità della popolazione in Arabidopsis, riso e patata (Comai et al. 2004; Kadaru et al. 

2006; Elias et al. 2009); analisi delle variazioni alleliche dei geni Pina e Pinb per identificare nuovi 

alleli da utilizzare in programmi di breeding per la durezza della cariosside in frumento (Wang et al. 

2008a); analisi di associazione per identificare varianti alleliche che controllano la suscettibilità nel 

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

 

1.7 TILLING per il miglioramento genetico nel frumento  

Negli ultimi 10 anni i progressi compiuti nel sequenziamento del genoma, la disponibilità delle sequenze 

dei geni e lo sviluppo di nuove tecniche, hanno notevolmente aumentato l'utilizzo di approcci di genetica 

inversa per studiare la funzione del gene, per associare un fenotipo ad una sequenza nota o per 

programmi di miglioramento genetico in specie di interesse. Ad oggi la tecnica TILLING è stata 

ampiamente usata in frumento duro e tenero e, più recentemente, in specie diploidi come T. 

monococcum, fornendo quindi una risorsa disponibile sia per studi funzionali sia per programmi di 

miglioramento genetico vegetale (Tabella 1.2). Infine un vantaggio molto importante del TILLING è 

che non crea organismi geneticamente modificati. Infatti, l’applicazione di tali organismi non è stata 

ancora accettata, ed è tutt’oggi soggetta a polemiche e critiche da parte della società e dalle istituzioni 

pubbliche. Inoltre, il transgene presenta dei limiti in termini di stabilità ed efficienza mentre il TILLING 

crea mutazioni puntiformi permanenti che risultano essere precise ed efficienti per lo studio dei geni di 

interesse. 

I primi ad usare la tecnica TILLING come strumento per migliorare le caratteristiche qualitative del 

frumento sono stati Slade e colleghi (2005), producendo una linea di frumento tenero waxy, combinando 

le tre mutazioni nulle nei loci Wx-A1, Wx-B1 e Wx-D1. I semi della nuova linea triplo mutante 

mostrarono cariossidi con fenotipo waxy e con un basso contenuto di amilosio. 

Recentemente il TILLING è stato utilizzato con successo in frumento duro e tenero per modificare 

caratteri di interesse, come le proprietà dell'amido (Slade et al. 2005; Dong et al. 2009a; Uauy et al. 

2009; Sestili et al. 2010a; Botticella et al. 2011; Bovina et al. 2013), la durezza della cariosside (Dong 

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

 

Specie 

Dimensione 

della 

popolazione 

Frequenza di 

mutazioni 
Geni Bersaglio 

Metodi di 

rivelamento degli 

SNP 

Bibliografia 

T. aestivum cv 

Express 
10000 1/24 kb GBSSI LI-COR Slade et al. 2005 

T. durum cv 

Kronos 
8000 1/40 kb GBSSI LI-COR Slade et al. 2005 

T. aestivum cv 

QAL2000 
869 1/29 kb GBSSI, Pina, Pinb 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Dong et al. 2009a 

T. aestivum cv 

Ventura 
1168 1/33 kb GBSSI 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Dong et al. 2009a 

T. durum cv 

Cham1 
4500 1/52 kb RCA-A1 LI-COR Parry et al. 2009 

T. aestivum cv 

Cadenza 
4500 1/40 kb 

GAox20; SSIIa; 

SBEIIa 

LI-COR 

 

LI-COR 

 

HRM 

Phillips et al. 

unpubl.;  

Sestili et al. 

2010a;  

Botticella et al. 

2011 

T. aestivum 

UC1041+Gpc-

B1/Yr36 

1536 1/38 kb SBEIIa,; WKS 
Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Uauy et al. 2009 

T. durum cv 

Kronos 
1368 1/51 kb; 1/68 

SBEIIa, WKS; 

SBEIIb 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 

Uauy et al. 2009 

Hazard et al. 

2012 

T. aestivum cv 

Alpowa 
630 1/13 Pina;Pinb 

Sequenziamento 

diretto 
Feiz al. 2009 

T. aestivum cv 

Chara 
4500 1/84 TaPFT1 Medoto sonda 

Fitzgerald et 

al.2010 

T. 

monococcum 
1532 1/92 kb 

PAL, HCT, 

COMT1, GBSSI 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Rawat et al. 2012 

T. aestivum cv 

‘Jinmai 47 
2610 1/34; 1/47 kb 

Ppd-D1, Rubisco 

activase A; Rubisco 

activase B 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Chen et al. 2012 

T. aestivum cv 

Jagger 
518 1/22 kb 

PAL, HCT, 

COMT1, GBSSI 

Digestione Cel1 

e gel d’agarosio 
Gill et al. unpubl. 

T. durum cv 

Svevo 
4000 1/47 kb SBEIIa HRM 

Bovina et al. 

2014. 
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1.8. La qualità del frumento 

La qualità del frumento è un concetto complesso che investe molteplici soggetti coinvolti nelle diverse 

fasi della filiera produttiva (agricoltori, società sementiere, industria molitoria, industria di 

trasformazione e consumatori; Troccoli et al. 2000). Inoltre, l’enorme varietà di prodotti derivati dal 

frumento e la loro diffusione in paesi diversi, hanno prodotto come conseguenza la necessità di definire 

la qualità in relazione allo specifico prodotto e alle preferenze dei consumatori (Flagella 2006). La 

qualità, quindi, si conferma un concetto dinamico; profondamente influenzato dalle innovazioni 

tecnologiche e dalle abitudini alimentari. La qualità del frumento duro è determinata dalle caratteristiche 

genetiche delle varietà e dalle condizioni ambientali ed influenza direttamente la qualità dei prodotti 

trasformati. L’aumento delle rese, il contenuto proteico, la qualità del glutine, l’indice di giallo della 

semola, la resa molitoria insieme alla resistenza a stress biotici, sono sempre stati i principali obiettivi 

del miglioramento genetico del frumento duro. Più recentemente, il miglioramento delle caratteristiche 

nutrizionali sta diventando sempre più importante a causa della crescente attenzione dei consumatori di 

tutto il mondo, in una società ormai predominata da malattie correlate ad una cattiva alimentazione. 

1.8.1.  Qualità merceologica e tecnologica 

La qualità tecnologica è strettamente correlata alla qualità merceologica e considera la predisposizione 

delle materie prime (granella e sfarinati) a subire processi di trasformazione ottimali e standardizzati. 

La qualità merceologica è riferita alla granella ed è correlata ai requisiti che riguardano i processi di 

compravendita. Le variabili che maggiormente concorrono a determinare la qualità merceologica sono 

influenzate prevalentemente dal contesto climatico e dalle scelte colturali (varietà impiegata, 

concimazione etc.), quindi dalla potenzialità e stabilità produttiva (Flagella et al. 2006). 

Le caratteristiche che determinano l’idoneità del frumento alla molitura in semola e alla successiva 

trasformazione del prodotto finale sono la dimensione della cariosside, il peso ettolitrico, il grado di 

umidità, il contenuto in ceneri, la presenza di bianconatura e volpatura, l’indice di giallo e il contenuto 

proteico. 

Per peso elettrolitico si intende il peso in chilogrammi di un ettolitro di frumento (kg/hl) ed è un fattore 

estremamente significativo per giudicare il valore merceologico e commerciale del prodotto. Un elevato 

peso ettolitrico è associato ad un’alta resa in semola che nel processo di molitura commerciale si aggira 

attorno al 65%-70% (Flagella et al. 2006). 

La presenza di ceneri nella semola è indice di contaminazione da parte degli strati periferici della 

cariosside ed in molti Paesi il limite massimo è stabilito per legge. In Italia la legge stabilisce che la 

semola deve avere un contenuto in ceneri inferiore allo 0,90% su 100 parti di sostanza secca (legge 

580/67; D.M. 26/4/02). La legge definisce anche un limite per l’umidità della granella che non deve 

superare il 14,50%.  

Fenomeni come bianconatura e volpatura influenzano negativamente la resa in semola, la quale 

rappresenta un carattere importante richiesto per un buon livello merceologico del frumento. La 
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bianconatura delle cariossidi si ha quando l'endosperma non è completamente vitreo ma presenta delle 

zone a consistenza farinosa ed è causata da squilibri nella nutrizione azotata (Flagella 2006). La 

tolleranza relativa alla percentuale di bianconatura, entro la quale non si ricorre a detrazioni, è del 20% 

e una partita di frumento è accettata qualora il valore non superi il 40%. La volpatura, invece, consiste 

in macchie scure nell’embrione o in altre parti della cariosside ed è dovuta ad attacchi di patogeni quali 

Bipolaris spp. Cladosporium spp. e da Alternaria spp, o da eventi biochimici che comportano la 

produzione di acido ferulico in maturazione (Kaan et al.1988). 

Un altro importante carattere qualitativo è rappresentato dall’indice di giallo (YI, yellow Index) (CIE 

1986) della semola che deve avere un colore brillante dovuto ad un elevato contenuto in carotenoidi. In 

particolare, nel frumento duro, sono presenti principalmente pigmenti gialli come xantofille e carotene 

(Ficco et al. 2014). Il relativo contenuto di questi composti nella semola conferisce un colore giallo 

brillate alla pasta gradito ai consumatori. L’indice di giallo del frumento duro e dei prodotti derivati, 

non è influenzato soltanto dalla biosintesi dei carotenoidi nella cariosside (Hentschel et al. 2002; Panfili 

et al. 2004) ma anche dalla loro degradazione durante il processo di trasformazione. La degradazione è 

dovuta principalmente ad enzimi ossidativi che sono responsabili del processo di sbiancamento e 

scurimento che avviene durante la produzione di pasta (Borrelli et al. 1999; Trono et al. 1999; Dexter e 

Marchylo 2000; Feillet et al. 2000; Hessler et al.2002). Il contenuto dei carotenoidi è considerato uno 

dei principali criteri per determinare il valore nutrizionale e commerciale dei prodotti a base di pasta, 

quindi la prevenzione dell’attività lipossigenasica è un importante obiettivo da perseguire. 

Inoltre la semola, che in Italia per il 90 % è destinata alla produzione di pasta alimentare, deve presentare 

un elevato contenuto in glutine le cui caratteristiche ne influenzano le proprietà reologiche e quindi 

l’attitudine alla trasformazione. Il glutine è la frazione proteica più abbondante e consiste in una miscela 

complessa di glutenine e gliadine. Questi due gruppi di proteine differiscono sia nella struttura che nelle 

proprietà in quanto le glutenine sono responsabili della viscoelasticità del glutine, mentre le gliadine 

della sua plasticità e quindi dell’estensibilità degli impasti. In particolare, le caratteristiche reologiche 

del glutine sono strettamente collegate alla quantità delle glutenine e alla presenza di determinate 

subunità che migliorano l’elasticità e la forza dell’impasto (Pogna et al. 1988). La frazione gluteninica, 

si divide in High Molecular Weight (HMW-GS) e Low Molecular Weight (LMW-GS). Quest’ultime 

sono glutenine a basso peso molecolare e rappresentano i fattori determinanti della qualità delle semole 

di frumento duro. Proprio nel frumento duro sono state identificate due varianti alleliche delle LMW-

GS, la variante LMW-1 e la variante LMW-2 che comprendono più subunità gluteniniche. Le varietà 

che possiedono le LMW-2 risultano avere caratteristiche qualitative (pastificabilità) superiori rispetto 

alle varietà che contengono le LMW-1 (Pogna et al. 1988). 

 

1.8.2. Qualità nutrizionale 

Il frumento ha un valore nutrizionale estremamente importante in quanto è una delle specie 

maggiormente coltivata come alimento di base e costituisce la maggior fonte di carboidrati 

nell’alimentazione umana (Shewry et al. 2009). Il largo consumo di alimenti derivati da farine o semole 
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di frumento ne determina l’importanza anche come fonte di principi nutritivi rappresentati in minore 

percentuale nella cariosside quali proteine, fibre, micronutrienti e vitamine. È necessario inoltre 

sottolineare che la relazione tra la compartimentazione della cariosside e dei suo costituenti (Figura 1.2) 

e i processi di trasformazione che essa subisce nell’industria alimentare, influenzano fortemente il 

profilo nutrizionale dei prodotti derivati. Vitamine, sostanze antiossidanti, minerali e proteine ricche in 

lisina sono presenti in percentuali apprezzabili nel germe e negli strati esterni della cariosside, frazioni 

rimosse durante la molitura con un guadagno nella palatabilità e una perdita nel valore nutritivo dei 

prodotti derivati. Tali considerazioni sono alcune delle ragioni alla base del rinnovato interesse per i 

cereali integrali o whole grain. Il frumento, il riso, ed altri cereali sono alimenti di base per le popolazioni 

di tutto il mondo e per questo motivo sono considerati veicoli ideali per fornire importanti nutrienti a 

costi relativamente bassi. Attraverso il miglioramento genetico, sfruttando la variazione naturale o 

attraverso approcci non tradizionali come la mutagenesi e la trasformazione genetica, è possibile 

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

 

1.8.2.1. Proteine  

Shewry e Halford (2002) hanno riportato che l’apporto proteico derivato dai cereali, sia 

nell’alimentazione umana che animale, è circa tre volte superiore a quello derivato dai legumi, 

caratterizzati da un contenuto proteico significativamente maggiore. Una caratteristica negativa delle 

proteine del frumento, e dei cereali più in generale, è rappresentata dalla carenza in alcuni amminoacidi 

essenziali come la lisina ed il triptofano. La selezione di varietà ricche in glutenine, proteine povere in 

lisina, ha avuto come conseguenza un ulteriore impoverimento in questo amminoacido essenziale. Una 

corretta valutazione del valore nutrizionale delle proteine di frumento deve considerare la misura in cui 

la deficienza in lisina sia compensata attraverso altre fonti (Bailey e Clark 1976). Inoltre, l’apporto di 

lisina derivante dal frumento è sufficiente per le esigenze di un adulto, al contrario non lo è per i bambini 

(Dewettinck et al. 2008). Diverse strategie vengono utilizzate per aumentare il contenuto di amminoacidi 

essenziali nei cereali come la modificazione della sequenza delle proteine, la produzione di proteine 

sintetiche e l’alterazione delle vie biosintetiche allo scopo di favorire l’accumulo degli amminoacidi 

desiderati (Sun e Liu 2004).  

1.8.2.2.  Lipidi  

I cereali sono poveri in lipidi. La cariosside di frumento è costituita da lipidi per una percentuale dell’1, 

5-2%. Il frumento è ricco in alcuni acidi grassi essenziali per la dieta quali acido linoleico e linolenico. 

I lipidi polari, derivati dalla parete cellulare, essenzialmente glicolipidi e fosfolipidi, possono contribuire 

a ridurre l’assorbimento del colesterolo ed in generale migliorare l’ambiente del tratto digestivo inferiore 

(Sugawara e Miyazawa 2001). L’importanza dei lipidi nei prodotti derivati da frumento dipende dal tipo 

di processamento adottato in fase molitoria (wholegrain vs farina). Recentemente la tecnologia 

alimentare è orientata alla messa punta di nuove tecniche di processamento, sia nella fase molitoria che 
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di impasto, adatte all’integrazione di frazioni della cariosside, quali il germe e l’aleurone, ricche in 

costituenti minori quali i lipidi e alcuni micronutrienti.  

1.8.2.3. Vitamine, minerali e phytochemicals  

A livello nutrizionale, le frazioni di crusca e germe derivate dalla molitura convenzionale, forniscono la 

maggioranza dei composti biologicamente attivi della granella. L’elevato valore nutrizionale e 

salutistico è dovuto un elevato contenuto in vitamine del gruppo B (tiamina, niacina, riboflavina ed acido 

pantotenico), a minerali (selenio, calcio, magnesio, potassio, fosforo, sodio e ferro), a composti 

antiossidanti (composti fenolici, tocoli e carotenoidi) e ad altri componenti (amminoacidi essenziali e 

fibre alimentari). La maggior parte di queste frazioni vengono rimosse durante la molitura con un 

guadagno nella palatabilità ed una perdita nel valore nutritivo dei prodotti derivati. Tali considerazioni 

sono alcune delle ragioni alla base del rinnovato interesse per i cereali integrali.  

Nel programma europeo HEALTHGRAIN è stata analizzata la variazione genetica di questi componenti 

benefici per la salute in diverse varietà di frumento (Shewry e et al. 2012). I diversi composti sono 

influenzati dalla componente ambientale ma mostrano anche una componente ereditaria (Figura 1.4). 

Questo permette, attraverso il miglioramento genetico, di aumentare il valore nutrizionale del frumento 

(Shewry et al. 2012). Il frumento è inoltre una discreta fonte di biotina (10-100μg/100g) e di acido folico 

(30-90μg/100g). Essendo povero in lipidi esso tende ad essere povero in vitamine liposolubili quali, A, 

D, e K ma contiene valori apprezzabili di vitamina E (25 μg/g) (Dewettinck et al. 2008). Studi di 

laboratorio hanno dimostrato che i cereali integrali per colazione hanno un contenuto di antiossidanti 

simile a quello di frutta e verdura (Miller et al. 2000). Pur essendo presenti in piccole quantità, sostanze 

bioattive quali i flavonoidi suscitano notevole interesse da parte dei soggetti coinvolti nella produzione 

di alimenti a base di frumento. I cereali sono inoltre considerati una discreta fonte di fitoestrogeni, in 

particolare i lignani, che svolgono un ruolo di prevenzione di alcuni tipi di cancro negli adulti. 
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Figura 1.4. Influenza della varietà e della componente ambientale sul contenuto di fibre e phytochemicals. Blu, varietà; rosso, 
componente ambientale; verde, interazione genotipo x ambiente; giallo, errore. Tratto da Shewry e Ward (2012). 
 

1.8.2.4. I carboidrati nella cariosside 

I carboidrati rappresentano la maggior componente della granella di frumento e possono essere 

classificati in base alla loro dimensione molecolare e al grado di polimerizzazione, con ogni gruppo 

suddiviso secondo il numero e la composizione di unità monosaccaridi. La classificazione include 

zuccheri (monosaccaridi e disaccaridi), oligosaccaridi, amido (amilopectina ed amilosio) e polisaccaridi 

non amidacei (NSP, non-starch polysaccharides). I carboidrati possono anche essere suddivisi in base 

al tipo di processamento che subiscono nell’apparato digerente umano (Dewettick et al. 2008). L’amido 

(non resistente) e gli zuccheri solubili vengono digeriti e assorbiti dall’uomo. Al contrario le fibre 

alimentari, che comprendono i NSP e gli oligosaccaridi, presentano dei legami nella struttura dei 

polisaccaridi e dei monosaccaridi diversi dal glucosio, che li rendono completamente resistenti alla 

digestione (Southgate 1991). Gli NSP, inoltre, vengono classicamente suddivise in solubili e non 

solubili. 

L’amido, invece, in base alla caratteristiche nutrizionali è stato definito come “glicemico” o “resistente”. 

Gli amidi “glicemici” sono quelli che vengono idrolizzati a unità di glucosio nel tratto digestivo e 

possono essere Rapidly Digestible Starch (RDS) o Slowly Digestible Starch (SDS). Gli amidi RDS 

vengono rapidamente idrolizzati a glucosio nell’intestino tenue in circa 20 minuti e si trovano in cibi 

appena cotti, come pane o patate, dove la rottura dei granuli rende l’amido facilmente accessibile agli 

enzimi digestivi. La categoria SDS comprende amidi la cui digestione dura tra i 20 e 110 min ed è 

completa; essi si trovano nei cereali sotto forma di granuli 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 la salute, compresa la riduzione del rischio di malattie 

cardiovascolari, migliorano la glicemia e la sensibilità al glucosio, aiutano il controllo del peso, 

migliorano la salute intestinale e riducono il rischio di alcune forme di cancro (Figura 2.2, Anderson et 

al. 2009; Howarth et al. 2001; Slavin 2004). Nelle diete a base di cereali, come il frumento, questi 

benefici sono associati con il consumo di prodotti integrali, in cui sono conservati gli strati di crusca 

ricca di fibre. La farina integrale contiene il 10-15% di fibra rispetto al 3% della farina bianca. I 

principali carboidrati che compongono la fibra alimentare nei cereali sono polisaccaridi non amidacei 

(NSP) delle parete cellulare, principalmente arabinoxilani (AX) e 1-3,1-4-β-D–glucano (β-glucani), 

amido resistente (RS), oligosaccaridi, alcuni polioli ed amidi modificati. Le fibre alimentari non 

vengono digerite ed assorbite nell'intestino tenue ma arrivano intatte al colon dove vengono utilizzati 

come substrato per la fermentazione batterica (Figura 1.5). Uno degli effetti benefici delle fibre è la 

capacità di ridurre la risposta glicemica degli alimenti in cui sono presenti. Infatti, cibi ricchi di fibra 

rilasciano lentamente il glucosio nel sangue, prevenendo dei disturbi come l'obesità ed il diabete (Figura 

1.5; Nugent 2005).  

Le fibre alimentari, sono classicamente distinte in solubili e non solubili, classificazione importante per 

alcuni interessanti effetti fisiologici. Il frumento è ricco in fibre insolubili alle quali è stato attribuito un 

ruolo maggiore nella prevenzione e cura della stipsi e patologie correlate. Diversi studi hanno dimostrato 

che tale effetto fisiologico è dose-dipendente ed è dovuto esclusivamente alla “presenza fisica” delle 

fibre che determina un aumento della massa fecale e ne velocizza il transito intestinale (Aldoori et al. 

1998). I NSP solubili e di tipo viscoso, presenti sia nelle materie prime o incorporati come ingredienti, 

sono in grado di ridurre il glucosio e la risposta insulinica post-prandiale. Questo effetto è dovuto 

all’aumento di viscosità, che inibisce la miscelazione e la diffusione nel tratto intestinale e ritarda lo 

svuotamento gastrico. È stato dimostrato che una riduzione di viscosità delle fibre, ottenuta attraverso 

l’idrolisi acida, porta ad una perdita della loro efficacia clinica (Riccardi et al.2004). Le fibre alimentari 

presenti nei cereali influenzano l’assorbimento intestinale di altri macronutrienti, come ad esempio i 

lipidi, anche se non vi sono evidenze significative sull’effetto negli esseri umani. I β-glucani dei cereali 

mostrano un effetto di riduzione del colesterolo sui lipidi plasmatici simile a quello di altri tipi di fibre 

solubili (Poli et al. 2008). Anche se, gli effetti benefici per la salute nelle diete a base di cereali 

potrebbero essere migliorati aumentando la percentuale di prodotti integrali, questa strategia è difficile 

da raggiungere per diversi motivi, tra cui la bassa accettabilità per i consumatori, l’aumento dei costi e 

gli effetti negativi sulla qualità della lavorazione. 
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Figura 1.5. Meccanismi attraverso il quali i cereali integrali proteggono contro le principali malattie croniche. GI: Indice 
glicemico; II: Indice insulinemico. Tratto da Björck et al. (2012). 

 
Una strategia alternativa è quella di selezionare varietà di frumento con alti livelli di fibra alimentare 

nella farina, in particolare della frazione solubile la cui quantità può variare anche di due volte (Ward et 

al. 2008). La recente identificazione dei geni che codificano per la sintesi di β-glucani nel frumento e 

nell’orzo (Doblin et al. 2009; Nemeth et al. 2010), offre la possibilità di aumentare la loro sintesi 

attraverso la creazione di piante transgeniche o mutagenizzate. 

 

1.9. L’amido 

L’amido è un carboidrato insolubile composto da due polimeri di glucosio, l’amilopectina e l’amilosio. 

Nelle piante superiori, l’amido è sintetizzato nei plastidi di cellule di organi fotosintetici e non, e 

rappresenta la principale fonte di energia stoccata negli organismi vegetali. Nelle foglie, una frazione di 

carbonio assimilata attraverso la fotosintesi, è conservata come amido nei cloroplasti invece di essere 

convertita in glucosio per la traslocazione verso i tessuti di crescita. Questo amido, chiamato transitorio, 

viene degradato durante la notte per fornire energia alle foglie e continuare la sintesi di saccarosio per 

l’esportazione nel resto della pianta. Negli organi non fotosintetici (ad esempio radici, tuberi e semi), il 

glucosio può essere convertito in amido come energia di riserva in plastidi specializzati chiamati 

amiloplasti. Questo amido di riserva viene mobilizzato per sostenere, per esempio, le fasi di sviluppo 

come la crescita della piantina dopo la geminazione del seme (Fincher 1989). 

I semi dei cereali, i tuberi e semi di fagiolo e pisello sono costituiti per la maggior parte da amido. Dei 

2,5 miliardi di tonnellate di piante coltivate contenenti amido, raccolte annualmente (dati FAOSTAT 

2009), l’amido viene utilizzato direttamente come alimento, come mangime per animali o viene 

utilizzato come materia prima rinnovabile dall’industria non alimentare. In particolare, l'amido è una 
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materia prima importante per i biocarburanti di prima generazione a causa della relativa facilità con cui 

può essere convertito in zuccheri fermentabili (Smith 2008). 

 

1.9.1. Composizione chimica e struttura fisica dell’amido 

Dal punto di vista chimico l’amido è un carboidrato costituito da popolazioni di polimeri di D-glucosio, 

classificate in due categorie distinte, l’amilosio e l’amilopectina, in base al grado di polimerizzazione 

(DP) e alla frequenza delle ramificazioni. In generale tutte le molecole di amido presentano 

esclusivamente molecole di D-glucosio unite da legami glucosidici α-1,4 e punti di ramificazione, 

introdotti sulla struttura lineare, attraverso legami α-1,6. Il termine amilosio è utilizzato per identificare 

molecole caratterizzate da un basso grado di polimerizzazione (DP) (< 3000) e con una frequenza di 

ramificazioni inferiore all’1%. L’amilopectina comprende molecole con DP > 5000 e un’elevata 

frequenza di punti di ramificazione (3-4%) (Kossmann e Lloyd 2000; Rahman et al. 2000; Ball e Morell 

2003; James et al. 2003; Tetlow et al. 2004). Questo tipo di classificazione, seppur consolidata, non 

considera l’esistenza di molecole con caratteristiche intermedie, il che ha portato a coniare nuove 

definizioni quali intermediate starch o apparent amylose. Diversi studi hanno indagato sulla variabilità 

delle percentuali relative delle due classi di molecole in frumento, includendo nelle analisi, specie 

coltivate, selvatiche e progenitrici, e hanno concluso che l’amilosio rappresenta tra il 18 e il 35% 

dell’amido totale mentre l’amilopectina rappresenta il 65%-82% (Zeng et al. 1997; Mohammadkhani et 

al. 1998; Stoddard e Sarker 2000). Il rapporto quantitativo amilosio-amilopectina è un fattore 

determinante delle proprietà chimico-fisiche dell’amido. Le dimensioni e il numero di ramificazioni 

delle molecole polimeriche rappresentano, in ultima analisi, i fattori primari che determinano le 

caratteristiche funzionali dell’amido.  

Nell’amilopectina catene di glucosio di dimensioni minori sono raggruppate in strutture definite 

clusters; i singoli cluster sono interconnessi attraverso uno scheletro principale costituito da catene 

glucaniche di dimensioni maggiori. Nella nomenclatura classica (Peat et al. 1952) si distinguono catene 

di tipo “A”, non sostituite, e catene di tipo “B” sostituite. La macromolecola contiene anche una singola 

catena di tipo “C” caratterizzata da un gruppo riducente libero (Figura 2.3a). Le catene di tipo B sono 

ulteriormente suddivise in catene di tipo “Ba” e catene di tipo “Bb”, rispettivamente caratterizzate dalla 

presenza di almeno una sostituzione di una catena “A” e dalla sostituzione di sole catene “B” (Hizukuri 

e Maehara 1990). Le catene di tipo B sono inoltre classificate in base alla posizione assunta rispetto al 

cluster. All’interno di ciascuna singola catena si distinguono segmenti definiti “catene esterne” o “catene 

interne” a seconda della posizione rispetto al punto di ramificazione più lontano dall’estremità riducente. 

Tutte le catene di tipo “A” sono catene esterne, le catene “B” comprendono catene esterne ed interne; 

l’insieme dei residui glucosidici da cui si sviluppano i punti di ramificazione costituiscono la total 

internal chain o 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 “materiale gerarchico” nel quale la struttura di un livello 

di organizzazione determina la struttura del livello organizzativo successivo (Myers et al. 2000). I 

clusters (Figura 1.6a) rappresentano il livello inferiore di questa organizzazione e sono costituiti dalle 

catene esterne dell’amilopectina associate in strutture a doppia elica. Tali strutture sono semicristalline 

e costituiscono l’unità ripetuta di 9 nm la cui presenza è stata riscontrata in amidi di diversi taxa (Witt 

et al. 2012). I clusters comprendono, inoltre, regioni di amilosio alternate alle catene esterne 

dell’amilopectina. Gruppi di 4-10 clusters sono organizzati a formare strutture di ordine superiore, 

chiamate “lamellae”, con spessore fino a 100 nm. La struttura di livello superiore è costituita, invece, 

da un assemblaggio a spirale dei clusters e responsabile di una stratificazione ordinata delle lamellae, 

definita “blockets” caratterizzata da uno spessore fino a 500 nm (Zeeman et al. 2010). Gli strati più 

esterni dei granuli sono costituiti da anelli concentrici caratterizzati da spessore da 100 nm fino a 1μm 

(Figura 1.6b). È stata riportata la presenza di canali radiali interni ai granuli ed è stato ipotizzato che tali 

regioni possano essere essenziali in una serie di interazioni alla base di importanti processi enzimatici, 

fisici e chimici che coinvolgono l’amido (Gallant et al. 1997; Huber e BeMiller 2000). Le specie presenti 

nella tribù delle Triticeae, frumento, orzo e segale, presentano una distribuzione bimodale di tali 

strutture distinte in granuli di tipo A e granuli di tipo B (Figura 1.6c). In frumento i primi hanno forma 

ellissoidale e diametro da 15 a 30 μm, i secondi hanno forma sferica e diametro fino a 10 μm. Le due 

tipologie di granuli sono sintetizzate con tempistiche differenti durante il periodo di maturazione della 

cariosside. La sintesi dei granuli di tipo A ha inizio quattro giorni dopo la fioritura (DPF, Days Post 

Flowering) e continua fino a venti giorni post antesi. La sintesi dei granuli di tipo B ha inizio a dieci 

giorni ed è interessata da un incremento significativo venti giorni dopo l’antesi (Ao e Jane 2007). Queste 

differenze sono considerate un fattore determinante per le dimensioni dei granuli e per l’organizzazione 

strutturale di amilosio e amilopectina (Tester et al. 1997). Le dimensioni, la forma e la distribuzione dei 

granuli hanno valori caratteristici per ciascuna specie vegetale. In frumento i granuli di tipo A 

rappresentano solo il 2-4% del numero di granuli presenti nell’endosperma maturo, comprendendo circa 

il 75% in peso dell’amido totale. Diversi studi hanno dimostrato l’influenza della distribuzione dei 

granuli sulla funzionalità e le proprietà di pasting dell’amido (Chiotelli e Le Meste 2002; Liu et al. 2007; 

Park et al. 2004; Sahlstrom et al. 2003; Ao e Jane 2007; Zeng et al. 2014). La distribuzione dei granuli 

in frumento è controllata da fattori genetici e ambientali (Stoddard 2003). 
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Figura 1.6. Composizione e struttura dei granuli di amido. (a) Rappresentazione schematica della struttura dell’amilopectina 
e dell’amilosio, modificata da Zeeman et al. (2010). (b) Relazione tra i granuli di amido e la struttura dell’amilopectina, Zeeman 
et al. (2010). (c) Immagine al microscopio elettronico a scansione dei granuli 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 qualità dei prodotti derivati da frumento è stato oscurato dalla 

peculiarità delle caratteristiche della frazione proteica dell’endosperma, il glutine. Nell’ultimo ventennio 

fattori quali, l’acquisizione di nuove conoscenze sull’influenza dell’amido sulla qualità, il 

riconoscimento dell’importanza della digeribilità dell’amido in termini nutrizionali e la disponibilità di 

nuovi strumenti genetici per generare e analizzare amidi “nuovi”, hanno determinato una netta 

accelerazione dell’attività di studio e miglioramento della frazione maggiore, in termini quantitativi, di 

farine e semole. La conoscenza della via biosintetica e della composizione chimico-fisica dell’amido è 

alla base dello sviluppo di svariati amidi con caratteristiche e funzionalità innovative e inedite. Gli sforzi 

maggiori sono stati compiuti nella manipolazione del rapporto amilosio-amilopectina (1:3 negli amidi 

normali) con la produzione di amidi caratterizzati da percentuali di amilosio compresi in un intervallo 

da 0 fino al 70% dell’amido totale. Gli approcci utilizzati sono di vario tipo: dalla genetica diretta e 

inversa, con la ricerca di mutanti naturali o indotti, alle nuove biotecnologie con la produzione di piante 

trasformate. 

 

1.11.  Biosintesi dell’amido 

La biosintesi dell’amido è una complessa via metabolica e comporta l’azione combinata di almeno 

quattro classi di enzimi: ADP-glucosio pirofosforilasi (AGPasi), amido sintasi (SS), enzimi di 

ramificazione (SBE) ed enzimi di de-ramificazione (DBE) (Figura 1.7). Le SS possono essere 

ulteriormente suddivise nelle SS solubili e nelle amido sintasi legate ai granuli (GBSS). L’amilosio e 



 

28 

 

l’amilopectina vengono sintetizzati attraverso due pathway distinti che condividono lo stesso substrato, 

l’ADP-glucosio, che viene prodotto mediante una reazione catalizzata dall’AGPasi tra glucosio 1-

fosfato ed ATP. In seguito, il glucosio viene trasferito dall’ADPG all’estremità non riducente di una 

catena glucosidica mediante un legame α-1,4 causando il rilascio di ATP. Questa reazione è catalizzata 

da diverse classi di amido sintasi (SS) responsabili della sintesi dell’amilosio e dell’amilopectina. Il 

polimero di amido esteso è, poi, ramificato mediante la formazione di legami α-1,6 dall’azione degli 

enzimi di ramificazione (SBE) e ci sono forti evidenze per il coinvolgimento degli enzimi di 

deramificazione nel formare la struttura finale dell’amilopectina (Rahman et al. 2000). Una sola amido 

sintasi, l’enzima GBSS, è responsabile della sintesi dell’amilosio. Le tre classi di enzimi SS, SBE e DBE 

partecipano alla sintesi della complessa struttura dell’amilopectina. 

1.11.1. Sintesi dell’ADP-glucosio  

L’ADP-glucosio è il precursore per la sintesi di tutti i polimeri glucanici dell’amido. L’adenosina 5’ 

difosfoglucosio pirofosforilasi (AGPasi) catalizza la reazione di sintesi dell’ADP-glucosio a partire da 

glucosio-1-fosfato (G1P) e ATP. Le AGPasi delle piante superiori hanno una struttura tetramerica, 

caratterizzata da due subunità catalitiche maggiori (AGP-L) e due minori (AGP-S) codificate dai geni 

Shrunken-2 e Brittle-2 (Okita 1992, Okita et al. 1990). In mais (Denyer 1996), riso (Sikka 2001), orzo 

(Thorbjornsen 1996) e frumento (Burton et al. 2002) sono presenti sia un’isoforma plastidiale che una 

citosolica. Nell’endosperma dei cereali l’isoforma citosolica rappresenta l’isoforma maggiore (Burton 

et al. 2002). 

 

 
 

Figura 1.7. Schema generale della biosintesi dell’amido nell’endosperma dei cereali. Tratto da Blennow et al. (2013). 
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Le due isoforme sono codificate da gruppi di geni differenti; ciò è stato confermato attraverso l’analisi 

di un mutante di orzo privo delle subunità minori della AGPasi citosolica ma che conserva le subunità 

minori dell’isoforma plastidiale (Johnson et al. 2003). La disponibilità di mutanti caratterizzati dalla 

mancanza delle subunità citoplasmatiche in mais (Tsai e Nelson 1966) e in orzo (Johnson et al. 2003) 

ha suggerito che il flusso primario della sintesi dell’amido avviene a carico dell’AGPasi citoplasmatica. 

Tali mutanti, bt2 e sh2 in mais e RisØ 16 in orzo, presentano infatti un basso contenuto di amido in 

accordo con l’ipotesi che attribuisce un ruolo primario all’isoforma citoplasmatica. Le AGPasi sono 

soggette a diversi meccanismi di regolazione a livello genico, attraverso la duplicazione dei geni e la 

modulazione dell’espressione, e a livello proteico attraverso regolazione allosterica, modificazioni post 

tradizionali e compartimentazione.  

 

1.11.2. Sintesi dell’amilosio 

L’enzima GBSS è stato identificato come l’amido sintasi deputata alla sintesi dell’amilosio nei plastidi. 

Questo enzima è localizzato principalmente all’interno dei granuli di amido e, in misura minore, adeso 

alla loro superficie. In tutti gli organismi vegetali, la mancanza di questo enzima è stato associata ad un 

fenotipo caratterizzato da livelli di amilosio drasticamente ridotti. Nei cereali, l’aggettivo waxy è 

utilizzato per descrivere l’aspetto ceroso delle cariossidi prive di amilosio. Sia nelle piante 

monocotiledoni che dicotiledoni esistono due classi di GBSS, una espressa nell’endosperma (GBSSI) e 

un’altra negli altri tessuti della pianta (GBSSII) (Nakamura et al. 1998; Edwards et al. 2002). Nel 

frumento esaploide esistono tre isoenzimi GBSSI, caratterizzati da diversa mobilità elettroforetica su 

gel SDS, codificati da 3 geni Wx-A1, Wx-D1, WxB1 localizzati rispettivamente sui bracci corti dei 

cromosomi 7A e 7D e sul braccio lungo del cromosoma 4A (risultato di una traslocazione dal braccio 

corto del cromosoma 7B) (Chao 1989; Miura 1994; Yamamori 1994). Nel frumento duro tetraploide 

sono presenti solo le due proteine waxy Wx-A1 e Wx-B1 che in SDS-PAGE presentano una mobilità 

elettroforetica identica a quelle corrispondenti presenti in frumento tenero. L’inattivazione di uno o di 

due di questi geni omeologhi risulta nella produzione di linee parziali waxy (Graybosch 1998) le quali 

possono essere incrociate per ottenere un genotipo parziale o completamente waxy sia in frumento tenero 

che in frumento duro (Graybosch 1998; Lafiandra et al. 2010). Le linee completamente waxy sono 

caratterizzate da un amido con un bassissimo contenuto di amilosio (0-2%) e con caratteristiche 

funzionali profondamente diverse dai genotipi wt che determinano la possibilità di nuovi usi e 

applicazioni degli amidi di frumento. Miura et al. (1994) determinarono i differenti effetti delle tre 

isoforme delle proteine waxy sul contenuto di amilosio e mostrarono che il maggiore effetto veniva dato 

dell’allele Wx-B1. La sovra-espressione di questo allele in frumento duro non causa, però, incrementi 

nel contenuto di amilosio (Sestili et al. 2012). Polimorfismi ai loci waxy, in frumento duro e tenero e i 

loro effetti nel contenuto di amilosio, furono studiati da Yamamori et al. (2009) che identificarono alleli 

associati con un ridotto o maggiore contenuto di amilosio. Diversi tentativi sono stati fatti per correlare 

i polimorfismi nei geni waxy al contenuto di amilosio. La varietà indica di riso possiede l’allele waxy 
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Wxa e presenta, rispetto alla varietà japonica che possiede l’allele Wxb, un contenuto di amilosio 

nell’endosperma maggiore. Il diverso contenuto di amilosio è dovuto alla capacità delle varietà con Wxa 

di produrre più enzima GBSS (Sano 1984; Umemoto et al. 2002).  

Studi biochimici hanno dimostrato che l’enzima GBSS è “processivo” (si lega al substrato e aggiunge 

nuovi residui alla stessa catena) piuttosto che “distributivo” (distribuisce nuovi residui su differenti 

catene) nelle catene crescenti di amilosio (Denyer et al. 1999a). Si è ipotizzato che l’enzima GBSS 

agisca negli spazi interstiziali del granulo, inserendo l’amilosio direttamente nella matrice della regione 

amorfa tra le zone cristalline dell’amilopectina. L’attività di questa proteina è stimolata dalla presenza 

di piccole catene di malto-oligosaccaridi che agiscono come molecole di innesco per l’allungamento 

(Denyer et al. 1999a). È stato anche riportato che l’amilopectina potrebbe stimolare l’attività delle 

GBSS, suggerendo l’importanza della matrice dei granuli sulla funzionalità dell’enzima (Denyer et al. 

1999b). Oltre al loro ruolo nella sintesi dell’amilosio, ci sono numerose evidenze che indicano che le 

isoforme GBSS contribuiscono alla sintesi dell’amilopectina attraverso l’allungamento delle catene 

esterne più lunghe (Yao e Jane 2002; Tetlow 2011). La presenza di rari punti di ramificazione 

nell’amilosio indica che probabilmente, uno degli enzimi di ramificazione presente nei granuli, possa 

catalizzare questa reazione. Altre amido sintasi, come le SSI e SSII, potrebbero giocare un ruolo nella 

sintesi dell’amilosio. 

 

1.11.3. Sintesi dell’amilopectina 

La sintesi dell’amilopectina richiede almeno diverse forme di amido sintasi (SSI, SSII, SSIII, SSIV), 

due tipi di enzimi di ramificazione (SBEI, SBEII) ed almeno un enzima di deramificazione (isoamilasi). 

Attraverso diversi approcci sono stati prodotti genotipi mutanti per ciascuna classe di SS. Il quadro 

generale che emerge dagli studi di tali mutanti evidenzia che ciascun enzima è responsabile della sintesi 

di polimeri glucanici di dimensioni specifiche all’interno della struttura dell’amilopectina. Inoltre, lo 

studio di amidi waxy ha generato l’ipotesi di un coinvolgimento delle isoforme GBSS nella sintesi delle 

catene lunghe dell’amilopectina che legano diversi clusters tra loro (Yoo e Jane 2002a; Yoo e Jane 

2002b). La soppressione del gene SSI provoca piccoli cambiamenti nel contenuto di amido, ma profondi 

cambiamenti nella struttura dell’amilopectina, con diminuzione delle catene corte. Sulla base di recenti 

lavori (Delvalle et al. 2005; Fujita et al. 2006; McMaugh et al. 2014) si può ipotizzare che le amido 

sintasi SSI hanno un ruolo nella sintesi delle catene A e B1 dell’amilopectina e siano implicate nella 

formazione di catene corte. La mancanza degli enzimi di classe II ha effetti maggiori sia sul contenuto 

di amido che sulla sua struttura, provocando una diminuzione delle catene di lunghezza intermedia 

nell’amilopectina. La soppressione delle amido sintasi SSIII porta ad una diminuzione marginale nel 

contenuto di amido ed una diminuzione nella proporzione di catene lunghe nell’amilopectina, e per 

questa ragione è stato proposto un ruolo nella sintesi delle catene lunghe. In organismi poliploidi, come 

il frumento, la situazione è più complessa per la presenza di differenti isoforme per lo stesso enzima su 

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

In frumento tenero la proteina SGP-3 è codificata da tre geni SSI localizzati sul braccio corto del 

cromosoma 7. Un singolo locus omeologo è presente in ciascun genoma (Li et al. 1999). In frumento 

l’espressione del gene SSI inizia a 3 DPF, raggiunge il picco a 10 DPF e declina a bassi livelli a partire 

da 20 DPF (Li et al. 1999). Il gene SSI è stato identificato in numerosi organismi vegetali. 

L’identificazione e lo studio di mutanti difettivi per l’enzima SSI in Arabidopsis (Delvalle et al. 2005) 

e in riso (Fujita et al. 2006) ha rivelato che l’enzima è principalmente coinvolto nella sintesi delle catene 

corte dell’amilopectina (DP 8-12). Questa funzione è stata recentemente confermata in frumento da 

McMaugh et al. (2014). In questo studio, attraverso RNAi, si sono ottenute linee transgeniche silenziate 

per il gene SSI che mostrano un’amilopectina con una maggiore frequenza di catene molto corte (DP 6-

7), una percentuale inferiore di catene corte (DP 8-12) e più catene intermedie (DP 13-20) rispetto alle 

linee di controllo. Inoltre, le linee silenziate mostrano un contenuto di amilosio leggermente più alto, 

una morfologia dei granuli diversa e una minor percentuale di granuli di tipo B. Il cambiamento della 

struttura fine dell’amido nelle linee SSI silenziate, altera la temperatura di gelatinizzazione, aumenta la 

capacita di rigonfiamento e la viscosità dell’amido. 

 

1.11.3.2. Le amido sintasi di classe II (SSII) 

In riso sono stati individuati tre geni codificanti le amido sintasi di classe II (Jiang et al. 2004; Hirose e 

Terao 2004) caratterizzati da espressione spazio temporale differenziale. In mais sono state identificate 

due proteine SSII: l’SSIIa espressa prevalentemente nell’endosperma e l’SSIIb espressa in foglia (Harn 

et al. 1998; Imparl-Radosevich 1999). In frumento le tre proteine associate ai granuli di amido, descritte 

come SGP-1 (Yamamori e Endo 1996), appartengono alla classe SSII; le sequenze geniche dei tre 

isoenzimi hanno un’elevata omologia con l’SSIIa di mais (Li et al. 1999). Nella fase iniziale dello 

sviluppo dell’endosperma, le proteine SSIIa di frumento sono localizzate sia nella frazione solubile che 

legate ai granuli mentre nella cariosside matura si trovano principalmente all’interno dei granuli (Li et 

al. 1999). In frumento le tre proteine SGP-1, (SGP-A1, SGP-B1 e SGP-D1) sono codificate da tre geni 

distinti, localizzati sui bracci corti dei cromosomi 7A, 7B e 7D (Li et al. 1999). L’isoforma SSIIa gioca 

un ruolo importante nella sintesi dell’amido nell’endosperma dei cereali. Nel mutante rug-5 di pisello 

la mancanza dell’enzima SSIIa è stata associata ad una diminuzione nel contenuto di amido, un 

incremento nel contenuto di amilosio e all’alterazione della morfologia dei granuli e della struttura 

dell’amilopectina (Craig et al. 1998). In frumento sono state identificati e caratterizzati genotipi privi di 

ciascuna delle tre proteine SGP-1 (Yamamori et al. 2000). Il mutante triplo nullo, ottenuto mediante 

l’incrocio dei tre mutanti singoli nulli, mostra caratteristiche simili al mutante rug-5 di pisello 

(Yamamori et al. 2000). Yamamori et al. (2000) e Lafiandra et al. (2010) hanno descritto genotipi di 

frumento SSII nulli caratterizzati da significativi incrementi di amilosio e nuove proprietà viscoelastiche, 

rispettivamente in frumento tenero e duro. In riso sono stati individuati i siti catalitici e di legame 

dell’enzima SSII (Umemoto et al. 2004; Umemoto e Aoki 2005). Due SNP (Single Nucleotide 
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Polymorphism) presenti nella regione C-terminale del gene SSIIa provocano la perdita sia dell’attività 

catalitica che della capacità di legare i granuli. In orzo il mutante nullo SSIIa, sex6, ha caratteristiche 

simili al mutante rug5 di pisello con un incremento nel contenuto di amilosio (superiore al 70%) e basse 

rese di amido (Morell et al. 2003). In mais il mutante sugary-2, che presenta una lesione nel gene SSIIa, 

mostra un alto contenuto di amilosio, temperatura di gelatinizzazione ridotta, morfologia dei granuli e 

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

 

1.11.3.3. Le amido sintasi di classe III (SSIII)  

Il mutante dull di mais (Gao et al. 1998), caratterizzato dall’assenza dell’attività dell’enzima SSIII, ha 

fornito indicazione importanti sul ruolo dell’SSIII nella biosintesi dell’amido. Il mutante dull presenta 

un leggero abbassamento del contenuto di amido, lieve incremento del contenuto di amilosio e dei punti 

di ramificazione e, soprattutto, la comparsa di una nuova classe di polimeri glucanici con caratteristiche 

intermedie tra amilosio e amilopectina, definita intermediate starch. 

Studi precedenti su piante transgeniche di patata, in cui il gene SSIII è stato silenziato da solo o in 

combinazione con SSII, hanno evidenziato che la sottoregolazione di entrambi gli enzimi altera la 

struttura dei granuli e la lunghezza delle catene di amilopectina, diminuendo la porzione di catene 

lunghe. Li et al. (2012) hanno dimostrato che l’enzima di deramificazione ISA2 e SSIII lavorare in modo 

coordinato per reprimere l'accumulo di fitoglicogeno. Inoltre, mutazioni in questo gene in mais riso ed 

orzo, hanno dimostrato un possibile ruolo nell’aumento dell’amilosio (Li et al. 2011). 

In frumento sono stati isolati e caratterizzati i geni codificanti per le tre isoforme SSIII e localizzati sul 

cromosoma 1 (Li et al. 2000). 

 

1.11.3.4. Le amido sintasi di classe IV (SSIV) 

Roldàn et al. (2007) hanno analizzato due mutanti di Arabidopsis caratterizzati dall’assenza dell’enzima 

SSIV. I risultati di tale studio non hanno evidenziato cambiamenti significativi nella struttura 

dell’amilopectina. Il rapporto amilosio/amilopectina e il contenuto di amido totale non sono risultati 

alterati. Inoltre non sono stati osservati effetti pleiotropici sull’espressioni delle altre classi SS. Questi 

dati hanno suggerito un ruolo alternativo all’allungamento delle catene glucaniche dell’amilopectina per 

la classe SSIV. La riduzione nel numero dei granuli, associata all’accresciuta dimensione degli stessi, 

riscontrata nel mutante Atss4, ha portato ad avanzare l’ipotesi che, in Arabidopsis, l’enzima SSIV possa 

essere responsabile del controllo della sintesi del corretto numero di granuli nel cloroplasto. SSIV 

potrebbe essere coinvolto nel priming o innesco della sintesi della struttura semicristallina. In frumento 

è stato isolato e caratterizzato il gene codificante per l’enzima SSIV localizzato sul braccio lungo dei 

cromosomi omeologhi del gruppo 1 (Leterier et al. 2008). La presenza dei geni codificanti per le classi 

di enzimi SSIV e SSIII sul cromosoma 1, a differenza del SSII e GBSSI localizzati sul cromosoma 7, 

ha suggerito che i due gruppi di SS potrebbero aver seguito un percorso evolutivo differente. Tale ipotesi 
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è stata avvalorata dallo studio delle sequenze amminoacidiche e, in particolare, delle regioni conservate, 

dei due gruppi di SS. In ruolo di questi enzimi in frumento non è ancora chiaro (Tetlow 2011). 

 

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

Gli enzimi di ramificazione dell’amido (SBE, Starch Branching Enzymes) sono trans-glicosilasi che 

catalizzano la formazione dei punti di ramificazione attraverso la formazione di legami α-1,6. Il 

meccanismo di azione di tali enzimi consiste di due fasi: la scissione di un legame α-1,4 in un polimero 

glucanico lineare; il trasferimento del frammento glucanico e la formazione di un legame glicosidico 

con il gruppo ossidrilico di un C6 di una nuova catena di glucosio. In base alla sequenza amminoacidica 

N-terminale ed alle proprietà immunologiche, gli enzimi di ramificazione SBE sono stati divisi in due 

classi, SBEI e SBEII (Burton et al. 1995). Nelle monocotiledoni la classe SBEII include due geni, 

chiamati rispettivamente SBEIIa e SBEIIb. In frumento i loci omeologhi dei geni SBEI sono localizzati 

all’estremità distale dei cromosomi 7A, 7B e 7D. In frumento le proteine codificate dai geni SBEI 

possono essere separate mediante elettroforesi non-denaturante e c’è una considerevole eterogeneità tra 

i frumenti nella mobilità elettroforetica (Morell et al.1997; Regina et al. 2004). In Chinese Spring, 

varietà di frumento di riferimento, sono presenti due prodotti del genoma D ed un proteina per ciascuno 

dei genomi A e B (Morell et al. 1997). I trascritti dei geni SBEI sono soggetti a meccanismi di splicing 

alternativo del mRNA (Båga et al. 1999). È stato ipotizzato che i due prodotti del genoma D possano 

essere il risultato di un meccanismo di splicing alternativo. Peng et al. (2000) hanno descritto gli enzimi 

di ramificazione di tipo SBEIc caratterizzati da un alto peso molecolare e preferenzialmente legati ai 

granuli di tipo A, chiamati SGP-140 e-145 (Peng et al. 2000; Båga et al. 2000). I mutanti SBEI sono 

stati isolati in numerose specie, incluse mais (Blauth et al. 2002), riso (Satoh et al. 2003) e patata (Jobling 

et al. 1999). A questi mutanti non è stato però associato alcun fenotipo particolare dell’amido di riserva; 

solo in un mutante di riso sono stati riportati cambiamenti nella distribuzione delle catene di 

amilopectina (Satoh et al. 2003). In frumento è stata generata, attraverso l’incrocio con gli alleli nulli 

dei tre genomi, una linea con un ridotto livello di SBEI (inferiore all’1%); anche in questo caso non è 

stato riscontrato nessun cambiamento nella struttura o nella funzionalità dell’amido della linea triplo 

nulli SBEI (Regina et al. 2004). I dati disponibili ad oggi suggeriscono che gli enzimi SBEI hanno un 

ruolo nella regolamentazione degli altri enzimi SBEs (Tetlow 2011) e gli effetti di una loro sotto-

regolazione possono essere osservati solo in piante caratterizzate dalla mancanza di almeno una delle 

due isoforme SBEII (Yao et al. 2004). 

 

1.11.3.6. Gli enzimi di ramificazione di classe II (SBEIIa e SBEIIb)  

Il ruolo dei geni SBEIIa e SBEIIb è stato ampiamente studiato nei cereali grazie all’individuazione di 

mutanti naturali e attraverso la produzione di piante mutagenizzate e transgeniche. In mais il mutante 

ae (amylose extender), caratterizzato da una lesione nel gene SBEIIb, presenta un fenotipo con un 

elevato contenuto di amilosio (>50%) (Stinard et al. 1993); una mutazione deleteria a carico del gene 
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SBEIIa produce un fenotipo con contenuto elevato di amilosio in foglia ma non nell’endosperma (Blauth 

et al. 2001). In riso l’elevato contenuto di amilosio (30-35%) riscontrato in alcuni mutanti è stato 

associato a mutazioni presenti negli omoeologhi dei geni SBEIIb (Mizuno et al. 1993; Nishi et al. 2001). 

In frumento i geni SBEIIa e SBEIIb sono localizzati sul braccio corto dei cromosomi omeologhi del 

gruppo 2 (Nair et al. 1997; Rahman et al. 2001; Regina et al. 2005). Un’analisi dei geni ortologni SBEIIa 

nel frumento esaploide ha rilevato che il genoma B è il più divergente rispetto al genoma A e D. 

(Botticella et al. 2012). In frumento il profilo di espressione dei due geni SBEIIa e SBEIIb è risultato 

differente rispetto agli altri cereali. In mais (Gao et al. 1997) e riso (Yamanouchi e Nakamura 1992) il 

gene SBEIIb è l’isoforma predominante nell’endosperma, al contrario in frumento il gene SBEIIa è 

espresso a livelli 3-4 volte superiori rispetto al SBEIIb. Regina et al. (2006) hanno osservato che in tutte 

le piante transgeniche, ottenute con la tecnologia dell’RNAi , il silenziamento del gene SBEIIa provoca, 

anche, la perdita di espressione del gene SBEIIb. Le analisi dei messaggeri hanno mostrato che l’mRNA 

dei geni SBEIIa era fortemente ridotto, mentre l’espressione del gene SBEIIb non variava, indicando 

che la soppressione dell’attività di SBEIIb possa essere dovuto ad un meccanismo di regolazione post-

trascrizionale (Regina et al. 2006). I geni SBEIIa e SBEIIb hanno quindi funzioni sovrapposte nella 

biosintesi dell’amido e differiscono per l’espressione differenziale nelle diverse specie di cereali. Questa 

tesi è stata confermata dal Sestili et al. (2010b) che hanno riscontrato la presenza del trascritto del gene 

SBEIIb in linee di frumento duro trasformate con un costrutto RNAi per il silenziamento del gene 

SBEIIa. L’analisi proteomica di queste linee confrontate con il rispettivo wt ha mostrato 28 spot 

differenzialmente espressi di cui la maggior parte implicati direttamente nella sintesi dell’amido. Le 

proteine SBEI risultano sovra-accumulate e cambiamenti relativi all’accumulo sono stati trovati anche 

per le proteine SSII, GBSS e le fosforilasi (Sestili et al. 2012). In orzo, il silenziamento di tutti i geni 

che codifica per le isoforme SBE ha dimostrato che anche i geni SBEI insieme ai geni SBEIIa e SBEIIb 

giocano un ruolo importante nella sintesi dell’amilopectina (Carciofi et al. 2012). Tetlow et al. (2008) 

hanno dimostrato la formazione di complessi proteina-proteina tra le isoforme SSI, SSII e SBEII 

implicati nella sintesi dell’amilopectina. Hanno proposto un modello basato sulla formazione di un 

complesso proteico dipendente dalla fosforilazione, dove le chinasi proteiche e le fosforilasi hanno un 

ruolo importante, o per la formazione del complesso o per l'attivazione e la disattivazione enzimatica, 

regolando l'attività degli enzimi coinvolti nella sintesi dell’amilopectina. L'assenza di una proteina del 

complesso potrebbe produrre un effetto a cascata su altre proteine, modulando il loro accumulo nel 

granulo.  

 

1.11.3.7. Gli enzimi di deramificazione 

Nelle piante esistono due famiglie di DBE, le isoamilasi e le pullulanasi. Entrambi idrolizzano i legami 

α-1,6 ma differiscono nella specificità per il substrato. Il tipo isoamilasi idrolizza il legame α-1,6 

dell’amilopectina denaturata, del glicogeno e dei derivati amilolitici (destrine), mentre il tipo pullulanasi 

attacca le ramificazioni del polimero costituito da unità ripetute di maltotriosi (unite mediante legami α-
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1,6) e delle destrine. La scoperta del coinvolgimento delle isoamilasi nella sintesi dell’amido è avvenuta 

grazie all’identificazione del mutante sugary-1 di mais, ottenuto mediante un approccio di Transposon 

Tagging (James et al. 1995). Nel mutante sugary-1 la sintesi dell’amilopectina è sostanzialmente 

sostituita da un polimero non cristallino altamente ramificato, noto come fitoglicogeno. L’importanza 

del ruolo delle isoamilasi nella sintesi di amido è stata in seguito confermata in un’ampia varietà di 

specie, tra cui Chlamydomonas (Mouille et al. 1996), riso (Kubo et al. 1999; Fujita et al. 2003), 

Arabidopsis (Zeeman et al. 1998) ed orzo (Burton et al. 2002a). La disponibilità dell’intera sequenza 

del genoma di Arabidopsis ha permesso l’identificazione di tre geni di tipo isoamilasi ed uno di tipo 

pullulanasi, AtISA1, AtISA2, AtISA3 e AtPU1 (Delatte et al. 2005; Wattebled et al. 2005). La mancanza 

delle proteine AtISA1 o AtISA2 o di entrambi è stata associata ad un fenotipo con basso contenuto di 

amido e accumuli elevati di fitoglicogeno (Delatte et al. 2005). Il silenziamento di isoamilasi in patata, 

ottenuto con la tecnica dell’RNA antisenso, ha fornito dati utili alla comprensione del ruolo di questi 

enzimi. L’effetto principale riscontrato è stato l’accumulo di grandi quantità di granuli piccoli negli 

amiloplasti rispetto ai tuberi normali: è stato, quindi, ipotizzato che l’isoamilasi è necessaria per 

convertire la “preamilopectina” in un polimero in grado di cristallizzare sul granulo di amido nascente 

(Bustos et al. 2004). Particolarmente interessante, in quanto membro delle Triticeae (come il frumento), 

è il lavoro in orzo (Burton et al. 2002) in cui sono stati individuati mutanti naturali sugary-1 (su-1) 

caratterizzati dalla contemporanea presenza dell’amido cristallino e del fitoglicogeno, già identificato in 

mais e patata; inoltre, è stato verificato un incremento nel numero dei granuli irregolari nella forma e 

con dimensioni intermedie rispetto ai granuli A/B tipici delle Triticeae. L’ipotesi di Burton è che 

l’assenza dell’isoamilasi determini una maggiore concentrazione di glucani in grado di cristallizzare e 

quindi di formare i granuli. La presenza delle isoamilasi limiterebbe il numero di eventi di nucleazione 

e quindi, in un secondo momento, inibirebbe la sintesi di fitoglicogeno. L’introduzione nel mutante di 

riso sugary-1 di un gene che codifica per un’isoamilasi di frumento ha generato il ripristino della sintesi 

dell’amido: i livelli di fitoglicogeno residui sono risultati inversamente proporzionali al livello di 

espressione della proteina eterologa introdotta; l’amido delle linee transgeniche, osservato al 

microscopio elettronico a scansione (SEM), mostra un incremento dei granuli piccoli con forma 

irregolare e granuli grandi con contorno meno distinguibile rispetto al mutante sugary-1 (Kubo et al. 

2005; Bustos et al. 2004). In frumento i geni che codificano per isoamilasi sono stati isolati e 

caratterizzati (Genschel et al. 2002; Rahman et al. 2003), ma non sono stati identificati mutanti in questi 

geni. É stata dimostrata l’espressione nell’endosperma di una seconda categoria di enzimi di 

deramificazione: le pullulanasi o destrinasi limite (LD). Stahl et al. (2004) hanno dimostrato che, in 

orzo, un aumento dell’attività di LD, ottenuta attraverso il silenziamento genico dell’inibitore specifico 

LDI, ha provocato profondi cambiamenti nella distribuzione dei granuli. L’osservazione che il periodo 

di espressione dei geni LD e LDI coincide con il periodo di formazione dei granuli B, supporta l’ipotesi 

del coinvolgimento di questa classe di enzimi nella seconda ondata di formazione dei granuli. Le attuali 

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

A/B nelle Triticeae 

 

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

Dall’osservazione di altri sistemi numerose altre classi di geni sembrano essere coinvolte nella sintesi 

dell’amido. Per esempio, in Chlamydomonas reinhardtii l’eliminazione dell’espressione del D-enzima 

(disproportionating-enzyme) causa una forte riduzione della sintesi di amido (Colleoni et al. 1999a, b); 

mentre l’alterazione dell’attività di questo enzima nelle foglie di Arabidopsis non ha nessun impatto 

sulla sintesi dell’amido (Critchley et al. 2001). In frumento il ruolo di questi enzimi deve essere ancora 

essere ben definito (Bresolin et al. 2005). Un altro enzima con potenziale ruolo nella sintesi e 

degradazione dell’amido è un’amido fosforilasi. In frumento sono state identificate almeno 3 fosforilasi 

probabilmente implicate nella sintesi dell’amido, due forme citosoliche ed una plastidiale (Schupp e 

Ziegler 2004). Le forme citosoliche sono espresse durante la germinazione del seme, ciò ha lasciato 

ipotizzare un loro ruolo nella degradazione dell’amido. L’altra forma è espressa nell’endosperma ma 

non è stato ancora definito se ha un ruolo nella sintesi o nella degradazione dell’amido. Le proteine 

appartenenti alla famiglia GWD (Glucan Water Dikinase), meglio conosciute come R1, hanno, un ruolo 

nella fosforilazione dell’amido in patata sia in foglia che nel tubero e sembrano far parte del sistema di 

degradazione dell’amido (Ritte et al. 2002; Mikkelsen et al. 2004). Il silenziamento di questi geni, in 

frumento, porta ad una diminuzione del contenuto di amido fosforilato ed un aumento nella dimensione 

dei semi (Ral et al. 2012). 

1.11.4. Produzione ed interesse negli amidi a basso contenuto di amilosio 

A causa della loro diversa composizione chimica, le farine waxy o parzialmente waxy, caratterizzate da 

bassi contenuti di amilosio, hanno caratteristiche funzionali utili che ne hanno incoraggiato lo sviluppo 

commerciale. Lafiandra et al. (2010) hanno mostrato che le farine waxy hanno una maggiore resistenza 

alla retrogradazione se paragonati alle farine normali. L’elevata capacità di assorbimento di acqua e 

l’incapacità di retrogradare delle farine waxy, rappresentano caratteristiche utili per migliorare la 

conservabilità di alcune tipologie di prodotti. La retrogradazione dell’amido è considerata la principale 

causa dell’invecchiamento o raffermamento del pane (Hung-Iten 1999). Morita et al. (2002) hanno 

analizzato l’effetto dell’incorporazione di farine waxy sulle caratteristiche qualitative e di conservabilità 

del pane. Gli autori hanno riportato che la sostituzione del 40% di farine waxy risulta in un pane con un 

maggiore volume e una migliore conservabilità (staling ritardato). Inoltre, la crosta ha una migliore 

capacità di ritenzione dell’acqua, risulta più soffice, viscosa e glutinosa. Linee di frumento waxy parziali 

sono risultate adatte alla produzione di "noodles" (spaghetti orientali prodotti col frumento tenero) di 

qualità superiore (Yamamori et al. 1992; Miura et al. 1994). La stabilità degli amidi waxy, dovuta allo 

scarso grado di retrogradazione, sta recentemente suscitando interesse per la possibilità di aumentare la 

conservabilità dei prodotti surgelati. La mancanza di amilosio determina infatti un minore grado di 
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sineresi nei prodotti surgelati (Reddy e Seib 2000). Vignaux et al. (2005) hanno utilizzato la semola dei 

genotipi waxy totali e parziali di frumento duro per studiare l’effetto degli alleli waxy sulla qualità della 

pasta. Gli spaghetti ottenuti dalla semola waxy risultano essere più collosi rispetto alla pasta prodotta 

dai frumenti duri tradizionali, caratteristica che non coincide con le esigenze dei consumatori che 

preferiscono la pasta cosiddetta “al dente” (Vignaux et al. 2005; Gianibelli et al. 2005). Le proprietà 

pastificatorie delle semole waxy parziali risultano essere simili a quelle dei frumenti duri normali, 

indicando che la presenza di un singolo allele waxy è sufficiente per produrre frumento con proprietà 

ottimali per la produzione di pasta.  

La granella waxy può essere utilizzata anche nell’industria mangimistica, essendo l’amido costituito 

quasi esclusivamente di amilopectina, componente altamente digeribile. Numerose sono le possibilità 

di applicazione dei frumenti waxy per scopi non alimentari. Ad esempio un’applicazione è nell’industria 

degli adesivi, in particolare per la produzione delle etichette delle bottiglie, che devono resistere ad una 

elevata umidità (viene in questo caso sfruttata la capacità di assorbire l’acqua da parte 

dell’amilopectina). Un ulteriore uso possibile è nell’industria cartaria; la carta proveniente da amidi 

ricchi di amilopectina risulta essere maggiormente resistente e con una migliore qualità di stampa. 

Infine, in frumento, Il rapporto amilosio/amilopectina è uno dei parametri che influiscono sull'idrolisi 

dell’amido e i processi di fermentazione. L’amido waxy risulta più adatto per la produzione di etanolo 

(Gago et al. 2014). 

1.11.5. Produzione ed interesse negli amidi ad alto contenuto di amilosio 

Amidi di frumento ad alto contenuto di amilosio sono stati principalmente prodotti intervenendo su due 

classi di enzimi coinvolti nella sintesi dell’amilopectina: gli enzimi di ramificazione SBE e le amido 

sintasi di tipo SS. L’assenza degli enzimi SSIIa o SGP-1 è stata associata, oltre che ad un aumento del 

contenuto di amilosio, ad ulteriori modifiche dell’amido quali, aumento della percentuale di catene corte 

dell’amilopectina, deformazione dei granuli di tipo A e un drastico decremento della resa di amido nella 

cariosside (Yamamori et al. 2000; Lafiandra et al. 2010). L’analisi delle proprietà di pasting dei genotipi 

SGP-1 nulli ha evidenziato, sia in frumento duro che in frumento tenero, la correlazione negativa tra la 

viscosità e il contenuto di amilosio (Yamamori et al. 2006). Il silenziamento dei geni SBEIIa, sia in 

frumento duro che in frumento tenero, ha portato ad un drastico aumento della percentuale di amilosio 

con valori fino al 70% dell’amido totale (Regina et al 2006; Sestili et al 2010b). La resa dell’amido nelle 

linee silenziate non è risultata sensibilmente alterata rispetto al genotipo wt. Tale differenza rispetto alle 

linee SGP-1 nulli, è dovuta al diverso ruolo svolto dalle due classi di enzimi nella sintesi 

dell’amilopectina. Lo studio delle caratteristiche di pasting della linea silenziata di frumento duro ha 

confermato la correlazione negativa esistente tra il contenuto di amilosio e i valori di viscosità degli 

sfarinati (Sestili et al. 2010b). Regina et al. (2006) hanno dimostrato l’effetto salutistico del genotipo 

high amylose associato all’incremento della percentuale di amido resistente (RS) dovuto 

all’inaccessibilità delle strutture inter-e intra-catena formate dalle molecole di amilosio. L’interesse per 

le applicazioni dell’amido ad alto contenuto di amilosio in campo alimentare, ha due motivazioni 
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principali: 1) gli effetti fisiologici associati all’amido resistente e 2) le proprietà chimico-fisiche uniche 

che rendono possibile la produzione di prodotti di elevata qualità non ottenibili con le tradizionali fibre 

insolubili (Yue e Waring 1998). L’incorporazione di amidi high amylose in pane, prodotti da forno e 

pasta migliora la consistenza (texture) del prodotto e fornisce importanti benefici alla salute senza 

compromettere o alterare le caratteristiche la palatabilità dei prodotti. La produzione di pane o prodotti 

da forno fortificati con fibre insolubili peggiora la qualità in termini di gusto, colore e volume. L’elevata 

capacità di assorbimento di acqua delle fibre causa problemi come la collosità degli impasti con impatti 

negativi sul processamento e la qualità finale del prodotto. La sostituzione delle crusca di frumento con 

amido resistente di origine commerciale ha avuto un impatto positivo sulla qualità del pane. L’aggiunta 

di amido ad alto contenuto di amilosio al 40% non altera la capacità di assorbimento di acqua della 

farina e di conseguenza non altera le caratteristiche reologiche del pane (Lafiandra et al. 2014). Inoltre 

il colore bianco e le dimensione fini dei granuli di amido danno una crosta più brillante e una migliore 

palatabilità rispetto al pane prodotto con l’aggiunta di fibre tradizionali. Studi di incorporazione di high 

amylose in prodotti da forno quali ad esempio dolci, muffin e biscotti hanno mostrato un netto 

miglioramento della consistenza soprattutto in termini di sofficità (Lafiandra et al. 2014). Chanvrier et 

al. (2007) hanno analizzato le caratteristiche funzionali degli amido Sgp-1 nulli di frumento tenero in 

prodotti estrusi. Il pane prodotto per il 50% da farina del genotipo Sgp-1 triplo nulli ha mostrato un 

notevole aumento dell’amido resistente e caratteristiche qualitative accettabili. Soh et al. (2006) hanno 

analizzato l’effetto di elevate percentuali di amilosio sulla qualità della pasta. Amidi con percentuali di 

amilosio dal 27 al 74%, prodotti attraverso esperimenti di ricostituzione con amidi di mais high amylose, 

sono stati utilizzati nella produzione di spaghetti. È stata riscontrata una tendenza al miglioramento del 

nervo della pasta all’aumentare del contenuto di amilosio. Aravind et al. (2013) hanno riportato una 

leggera perdita nel colore giallo in pasta prodotta con amidi ad alto contenuto di amilosio ma nessun 

effetto sulle proprietà sensoriali e sulla tessitura. Questi lavori evidenziano notevoli potenzialità per 

l’utilizzo di amidi high amylose nella produzione di pasta con caratteristiche qualitative superiori; 

tuttavia le informazioni sull’impatto tecnologico dei frumenti con amidi high amylose sono ad oggi 

limitate ed imprecise a causa dei modelli sperimentali utilizzati. La possibilità di utilizzare farine e 

semole high amylose rappresenta una nuova opportunità per il superamento di tali limiti e l’ottenimento 

di nuove conoscenze sul loro impatto tecnologico. In ragione della sua struttura “resistente”, dovuta 

essenzialmente al network compatto proprio del gel di amilosio, l’amido ad alto contenuto di amilosio 

può essere utilizzato per preservare e migliorare la croccantezza dei prodotti sottoposti, in superficie, ad 

elevate temperature durante il processamento (Sajilata et al. 2006). Test condotti per rivelare la 

funzionalità dell’amido resistente nella produzione di waffles hanno mostrato una maggiore 

croccantezza rispetto al controllo e ad altre fibre tradizionalmente utilizzate nella formula del prodotto 

(Sajilata et al. 2006). Un aumento della croccantezza è stato rilevato anche nei cracker e nei toast francesi 

prodotti con l’aggiunta di amido resistente. 
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1.12. L’amido resistente 

L’amido è il costituente maggiore nella cariosside di frumento e rappresenta la maggiore fonte di energia 

nell’alimentazione umana ed animale. Una proprietà funzionale dell’amido di particolare interesse per 

la nutrizione, è la sua suscettibilità alla digestione (Copeland et al. 2009). Esso viene digerito 

nell’intestino tenue e ridotto a zuccheri semplici. La suscettibilità dell’amido all’attacco enzimatico delle 

α-amilasi dipende dalla sua struttura chimico-fisica che presenta numerose varianti. Esiste una categoria 

di amidi che non viene digerita nell’intestino tenue e raggiunge l’intestino crasso, come parte della 

frazione della fibra alimentare, dove viene fermentata dalla microflora batterica intestinale. Questo 

“amido resistente” (RS: Resistant Starch) è stato definito come “l’amido e i prodotti della sua digestione 

che non vengono assorbiti nell'intestino tenue di individui sani” (Englyst e Cummings 1985; Asp 1992). 

Sono state definite cinque classi di amido resistente, in base alle caratteristiche strutturali dell’amido 

stesso e della matrice alimentare che lo contiene (Thompson 2000, Sharma et al. 2008; Hasjim et al. 

2010; Birt et al. 2013): 

- L’amido resistente di classe 1 (RS1) è inaccessibile all’attacco enzimatico a causa del tessuto, organo 

o matrice alimentare che lo contengano; 

- L’amido resistente di classe 2 contiene due sottoclassi: RS2a corrisponde all’amido nel suo stato 

granulare non processato ed RS2b corrisponde ad amidi caratterizzati da un alto contenuto di 

amilosio che sono in grado di mantenere una percentuale significativa di granuli intatti durante il 

processamento; 

- L’amido resistente di classe 3 (RS3) si riferisce ad una frazione di amido che si forma durante la 

cottura del prodotto alimentare attraverso il processo di gelatinizzazione dei granuli di amido e 

riassociazione delle molecole di amilosio rilasciate (retrogradazione). La frazione di amido 

retrogradato cresce al crescere del contenuto di amilosio; 

- L’amido resistente di classe 4 (RS4) è l’amido chimicamente modificato attraverso reazioni di 

sostituzione; 

- L’amido resistente di classe 5 (RS5) è l’amido in cui si formano complessi tra le catene dell’amilosio 

e le ramificazioni dell’amilopectina con i lipidi. 

La resistenza dell’amido alla digestione è influenzata da molte proprietà del granulo come ad esempio: 

le dimensioni, la forma, l’organizzazione cristallina, i lipidi, le proteine ed il contenuto di fosfati ed 

amilosio (Lafiandra et al. 2014.). Inoltre, anche la trasformazione alimentare può influire sulla 

digeribilità dell’amido (Alsaffar 2011). L’amilosio può contribuire all’aumento della frazione 

dell’amido resistente attraverso due meccanismi differenti: contribuendo all’integrità dei granuli di 

amido nel prodotto alimentare processato e attraverso la retrogradazione derivante dalla gelatinizzazione 

e dispersione dell’amido nell’alimento (Morell et al. 2004). L’RS ha effetti fisiologici benefici (Nugent 

2005) associati ai prodotti rilasciati durante la fermentazione nell’intestino crasso, in modo particolare 

alla produzione di SCFAs. Questi metaboliti sono importanti per l’intestino e contribuiscono al suo 

fabbisogno energetico (Topping 2007). Gli effetti benefici della fermentazione dell’RS2 di mais, ad alto 
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contenuto di amilosio, sono stati recentemente dimostrati su uno studio di risposta trascrizionale su 

cellule di topo (Keenan et al. 2012). La fermentazione dell’RS altera l’espressione di geni coinvolti nella 

crescita cellulare, la proliferazione e la differenziazione delle cellule dell'intestino, nonché l'espressione 

di geni coinvolti nell'apoptosi. L’aumento dell’espressione genica, inoltre, sembra migliorare la struttura 

e la funzione del tratto gastro-intestinale (GI: gastro-intestinal). Gli SCFA svolgono un ruolo importante 

nella abbassamento del pH nel tratto GI, che contribuisce al controllo della proliferazione di batteri 

patogeni ed evita la formazione di composti citotossici nocivi. 

Un miglioramento della regolazione del glucosio nel sangue è stato associato con il consumo di cereali 

ricchi di RS (Akerberg et al. 1998; Granfeldt et al. 1995; Li et al.2011; Hallström et al. 2011). L’RS è 

simile a NSP in quanto può ritardare lo svuotamento gastrico, ridurre il tasso di assorbimento del 

glucosio e può essere fermentato dai batteri del colon, producendo SCFAs (Slavin e Green 2007; Pereira 

e Ludwig 2001; Bodinham et al. 2010). 

Il metabolismo dell’RS nell’intestino crasso è associato con la produzione di alti livelli di butirrato 

rispetto ad altri tipi di fibre (Topping e Clifton 2001; Topping et al. 2008). L’RS può aiutare a controllare 

il peso corporeo poiché è in grado di prolungare il senso di sazietà, a causa della sua bassa densità 

energetica e dalla sua capacità di essere fermentato dai batteri del colon producendo gli SCFA (Slavin 

e Green 2007, Pereira e Ludwig 2001; Bodinham et al. 2010). Il consumo di amido resistente nella dieta 

rappresenta anche un modo naturale per aumentare gli ormoni intestinali, quali il glucagon-like peptide 

(GLP-1) e il peptide YY (PYY) che sono efficaci nel ridurre l'apporto energetico (Keenan et al. 2006). 

I segnali degli ormoni PYY e il GLP-1, associati con l'uso di RS nella dieta, possono alterare l'equilibrio 

energetico a lungo termine interagendo con percorsi neuronali nel cervello e hanno anche altri benefici 

come il miglioramento della salute intestinale (Slavin 2013).  

La dimostrazione che la quantità di RS2 e la capacità a formare RS3 sono influenzate dal contenuto di 

amilosio (Morell et al.2004; Rahman et al.2007) ha suscitato un maggior interesse ad aumentare la 

quantità di l’amido resistente attraverso la manipolazione dei geni coinvolti nella via biosintetica 

dell’amido, utilizzando approcci di breeding classici e non. 

 
1.12.1. Composizione dell’amido influenzata da mutazioni naturali o indotte 

Negli ultimi anni, la manipolazione del rapporto amilosio/amilopectina nei cereali è stato il principale 

target per la produzione di amido con nuove proprietà funzionali e con maggiori benefici per la salute. 

Sono state ampiamente studiate sia mutazioni naturali che indotte, con lo scopo di aumentare la ristretta 

variazione genetica per le caratteristiche dell’amido, nelle specie coltivate. Gli studi effettuati su mais, 

riso, orzo e frumento hanno indicato che la mancanza dell’attività degli enzimi SSII o SBE (SBEIIa e 

SBEIIb) è più efficace per aumentare il contenuto di amilosio nella cariosside. Diversi mutanti che 

influenzano la quantità e la composizione dell’amido di mais sono stati identificati fin dalla metà del 

novecento (Creech et al. 1963; Creech 1965). La scoperta dell’allele ae (amylose extender) da parte di 

Vineyard and Bear (1952), che aumenta il contenuto di amilosio in mais, senza influire in modo 

significativo sulla quantità di amido totale, ha aperto la strada per un intensa attività di miglioramento, 
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sia nel settore pubblico che privato, con l’ottenimento di varietà ibride di mais con effetti desiderabili 

sulle qualità agronomiche ed un alto contenuto di amilosio, chiamate Amylomaize (Fergason 2001). 

Varietà commerciali di mais ad alto contenuto di amilosio pari al 50, 60 e 70% vengono rispettivamente 

classificate come amylomaize V, VI e VII (Jiang et al. 2010). L’attività di miglioramento genetico ha 

prodotto linee di mais con un contenuto di amilosio fino a 85-90% (Campbell et al. 2007 e Li et al. 

2008). In orzo il primo mutante ad alto contenuto di amilosio (45%) è stato identificato da Merritt (1967) 

ed il gene che controlla questa caratteristica è stato nominato amo 1 da Eslick e Ullrich (1977). Il 

trattamento mutageno con sodio azide dei semi della varietà Himalaya 292 di orzo, ha 

permessol’identificazione di mutanti loss of fuction per il gene SSIIa con un contenuto di amilosio che 

va dal 65% al 70% (Morell et al. 2003).  

Mutageni chimici e fisici sono stati utilizzati anche in nella varietà di riso japonica per introdurre nuova 

variabilità allelica nei geni implicati nella via biosintetica dell’amido (Yang et al. 2006). Yano et al. 

(1995) identificarono 5 linee mutagenizzate con un contenuto di amilosio tra il 29,4% ed il 32,4% in 

confronto al 17,4% delle normali varietà.  

Il trattamento con N-methil-N-nitrosurea dei semi della varietà japonica Ilpumbyeo, ha portato alla 

produzione della nuova varietà Goami 2, con un contenuto di amilosio del 34% rispetto alla varietà di 

partenza che aveva 18,63% (Kang et al. 2003). Butardo et al. (2012) ipotizzarono che il contenuto di 

amilosio più elevato di Goami 2 potesse essere dovuto ad una mutazione responsabile per la cattura e 

l’accumulo della proteina SBEIIb all’interno dei granuli di amido in quantità molto maggiore rispetto a 

Ilpumbyeo. Questo potrebbe impedire all’enzima SBEIIb di svolgere il suo ruolo nella biosintesi 

dell’amido perchè la sua attività principale si verifica sulla superficie dei granuli.  

Analisi SDS-PAGE delle proteine legati ai granuli di amido di una collezione di linee di frumento tenero, 

provenienti da diversi paesi, ha permesso a Yamamori e Endo (1996) di identificare mutanti privi di 

ognuna delle tre possibili proteine omeologhe SSIIa. I tre diversi mutanti singoli nulli sono stati 

incrociati per la produzione di linee di frumento tenero mancanti di tutte e tre le proteine amido sintasi 

da Yamamori et al. (2000). Il contenuto di amido di queste linee era circa il 20% più basso confrontato 

con il normale frumento, mentre il contenuto di amilosio era del 37,4%. Attraverso l’utilizzo dei mutanti 

SGP-A1 e SGP-B1 identificati da Yamamori e Endo (1996), Lafiandra et al. (2010) hanno prodotto delle 

linee parziali e nulli nella cultivar italiana Svevo di frumento duro. La linea nulli completa SSIIa mostra 

un contenuto di amilosio del 43,6% in confronto a al 23% di Svevo. Più recentemente Hogg et al. (2013) 

hanno prodotto una linea di frumento SGP-1 nulli combinando un mutante naturale e uno indotto con 

EMS. Tale linea ha mostrato un forte aumento nel contenuto di amilosio (44,3%) rispetto al wt (28,7%).  

Lo sviluppo della tecnologia TILLING ha permesso la generazione e l’identificazione di nuova 

variabilità allelica nei geni coinvolti nella biosintesi dell’amido da diversi gruppi di ricerca. Slade et al. 

(2005) hanno analizzato i geni waxy in due popolazioni mutagenizzate, una di frumento duro e l’altra di 

frumento tenero, mentre Sestili et al. (2010a) hanno identificato mutanti nulli per i geni SSIIa e waxy in 

frumento tenero. 
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Diverse applicazioni TILLING si sono concentrate sull’analisi dei geni SBEIIa e SBEIIb per modificare 

la composizione dell’amido sia in frumento tenero che in frumento duro (Uauy et al. 2009; Hazard et al. 

2012; Slade et al. 2012; Bovina et al. 2014). In questi lavori, i genotipi singoli mutanti non hanno 

mostrato un aumento significativo del contenuto di amilosio e di amido resistente mentre nei genotipi 

doppio nulli è stato osservato un incremento di amilosio superiore a circa il 150% rispetto alle linee di 

controllo.  

Kadaru et al. (2006) ha utilizzato l’EcoTILLING per identificare varianti alleliche nei geni SSIIa e waxy 

in 57 accessioni inbred di riso.  

Anche l’RNAi, offre un valido approccio per manipolare la composizione dell’amido in frumento, con 

la capacità di silenziare simultaneamente tutti gli omeoalleli dei geni target (Regina et al. 2006; Sestili 

et al. 2010b).  
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1.13. Le rese in frumento 

A causa del rapido aumento dei prezzi alimentari e della domanda di biocarburanti, dell’impatto dei 

cambiamenti climatici e della necessità di soddisfare le esigenze alimentari per la crescita della 

popolazione, vi è l’urgente necessità di migliorare la produzione agricola dei cereali (Godfray et al. 

2010).  

Il frumento fornisce circa il 20% delle calorie consumate dalla popolazione mondiale ed una percentuale 

simile di proteine (Braun et al. 2010). Considerando ciò, un sostanziale incremento della sua capacità 

produttiva e l’adozione di pratiche agronomiche migliori sarebbero necessarie per assicurare il 

fabbisogno alimentare ed un uso sostenibile delle risorse nel prossimo futuro. Attualmente, nonostante 

la necessità di ottenere un incremento di produttività dell’1,7% annuo fino al 2050 (Rosegrant e Agcaoli 

2010), la produttività a livello globale cresce solamente dell’1,1% (Dixon 2009). I cambiamenti 

climatici, la diminuzione delle risorse naturali e la competizione per i terreni rischiano di ridurre 

ulteriormente la produttività (Datta e de Jong 2002; Easterling 2007; Lobell et al. 2008; Battisti e Naylor 

2009; Rosegrant e Agcaoili 2010). Un possibile approccio per aumentare la produzione potrebbe essere 

l'aumento della superficie coltivata, questo però non è auspicabile per la sostenibilità a lungo termine 

dell’ecosistema globale. Una soluzione più diretta a tale problema potrebbe essere quella di aumentare 

la produttività attraverso l’adozione di cultivar ad elevata resa. 

Un indice della produttività del frumento è la resa in granella, un carattere quantitativo sotto controllo 

multigenico caratterizzato da una bassa ereditabilità e modulato dall’interazione genotipo-ambiente. 

Anche se la resa si concretizza nell’ultima fase di sviluppo, essa risulta influenzata da diversi processi 

biologici che si verificano durante l’intero ciclo vitale della pianta. Sono molti i geni che influenzano il 

tasso di resa in granella, inclusi i geni che controllano la capacità fotosintetica e quelli che conferiscono 

resistenza a condizioni di stress biotico e abiotico. 

 

1.14. Produttività potenziale del frumento 

Il potenziale di resa (YP, Yield Potential) è definito come la produttività che ha un genotipo allevato in 

un determinato ambiente agronomico dove gli stress biotici vengono controllati e vi è un adeguato 

apporto sia idrico che di sostanze nutritive (Acevedo e Fereres 1993). Da un punto di vista fisiologico, 

l’YP può essere espresso come il prodotto della luce intercettata (LI, Light Intercepted), per l’efficienza 

nell’uso della radiazione (RUE, Radiation Use Efficiency), per l’indice di raccolta (HI, Harvest Index; 

Figura 1.8). Per RUE si intende l’efficienza delle piante nel convertire energia radiante in materiale 

secco; mentre per HI, la quantità di biomassa allocata nella granella (Reynolds et al. 2009a).  
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Figura 1.8. Modello concettuale delle caratteristiche che contribuiscono al potenziale di resa. Tratto da Reynolds et al. (2012). 
 

Nel corso del XX secolo, il miglioramento genetico del frumento ha cercato maggiormente di aumentare 

l’HI; non solo attraverso l’introduzione dei geni Rht (Gale e Youssefian 1985; Calderini et al. 1995), ma 

anche grazie alla continua selezioni di caratteri associati alle rese nel periodo successivo alla 

Rivoluzione Verde (Calderini et al. 1995; Sayre et al. 1997). Le caratteristiche relativi all’LI, come ad 

esempio il portamento ed il ritardo della senescenza, presentando una significativa variazione nei pool 

genici convenzionali ed un'alta predisposizione alla selezione fenotipica, non rappresentano “il collo di 

bottiglia” per il miglioramento dell’YP. Mentre, considerazioni teoriche indicano che l’YP del frumento 

potrebbe essere aumentato fino al 50% attraverso il miglioramento genetico della RUE (Reynolds et al. 

2009a). 

In generale, un aumento in biomassa della parte aerea del frumento è stato raggiunto negli ultimi anni 

soprattutto attraverso l’utilizzo di germoplasma esotico (Singh et al. 1998; Reynolds et al. 1999; Donmez 

et al. 2001; Shearman et al. 2005). Tale aumento ha comportato un notevole miglioramento 

dell’equilibrio tra i tessuti fotosinteticamente attivi e non, favorendo l’aumento della RUE (Reynolds et 

al. 2009a). 

Con l’avanzare del sequenziamento del genoma di frumento (http://www.wheatgenome.org) e con lo 

sviluppo di tecniche ad alta processività per l’analisi di polimorfismi sarà possibile ottenere una migliore 

comprensione genetica delle caratteristiche che determinano o controllano l’YP. La caratterizzazione 

dei geni legati all’aumento delle rese sarà funzionale ad un loro utilizzo in programmi di miglioramento 

genetico. 

 

1.15. Incremento della capacità fotosintetica e della sua efficienza (RUE) 

Diverse ricerche indicano che un sostanziale incremento dell’YP potrebbe derivare dal miglioramento 

nella capacità fotosintetica e/o della sua efficienza (Reynolds et al. 2012). In riso, per esempio, è stato 

aumentato il numero potenziale di semi, ma soltanto il 40% delle infiorescenze risultavano fertili e 
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venivano riempite (Sheehy et al. 2007). Questi fenomeni indicano che, la limitazione di sostanze 

nutritive da destinare alla fase riproduttiva, dovuta ad insufficiente approvvigionamento di fotosintetati, 

è uno degli aspetti chiave che regola la produttività. In frumento, essendoci un maggiore equilibrio tra 

organi fotosintetici e non, notevoli incrementi nell’YP sono stati associati ad un aumento della 

fotosintesi (Fischer et al. 1998). Inoltre la ricerca di base, implicata a studiare i processi legati alla 

fotosintesi, ha confermato che sostanziali miglioramenti sono teoricamente ancora possibili (Parry et al. 

2007; Zhu et al. 2010). 

Un approccio perseguibile per aumentare la RUE in frumento potrebbe essere quello di migliorare il 

primo step di fissazione della CO2 nella fotosintesi catalizzato dall’enzima Rubisco e la seguente 

rigenerazione del suo co-substrato, il ribulosio-1,5-bifosfato (RuBP). La Rubisco è la proteina più 

abbondante nelle piante C3 e possiede una bassa attività catalitica. Quindi una strategia per migliorare 

l’efficienza fotosintetica sarebbe quella di aumentare la capacità catalitica dell’enzima (Reynolds et al. 

2009b). Inoltre, la Rubisco catalizza l’ossigenazione della RuBP avviando la fotorespirazione con un 

rilascio di CO2, NH3 e perdita di energia. Poiché sia l’O2 che la CO2 competono per la reazione con il 

RuBP, le quantità relative di carbossilazione ed ossigenazione dipendono dalla concentrazione di O2 e 

CO2 presente nell’ambiente. A temperature più elevate, l’attività ossigenasica della Rubisco 

(fotorespirazione) diventa più significativa sfavorendo la carbossilazione del RuBP (Long et al. 2006). 

La doppia specificità della Rubisco ha un serio impatto sull’efficienza dell’uso dell’acqua; infatti, la 

chiusura stomatica porta a un minor rapporto di CO2/O2 rendendo l’assimilazione di carbonio meno 

efficiente. Inoltre, uno scambio gassoso attraverso gli stomi completamente aperti farebbe aggravare la 

perdita di acqua (Parry et al. 2005). Al contrario, i meccanismi di concentrazione del carbonio adottati 

dalle piante C4, hanno ampliamente superato questo problema. Una strategia quindi alternativa, 

potrebbe essere quella di introdurre nelle piante C3 forme di Rubisco con una maggiore specificità per 

la CO2. Da studi sulle proprietà cinetiche della Rubisco, si è visto che alcune piante hanno evoluto forme 

di enzima in grado di discriminare più fortemente contro l’O2. Tra le piante C3 il fattore di specificità 

varia tra 80 e 110. (Delgado et al. 1995; Et di Galme al. 2005). Queste differenze dimostrano che la 

variazione naturale potrebbe essere sfruttata per migliorare sia la specificità per la CO2 che il tasso 

catalitico della Rubisco con conseguente aumento della capacità e/o dell’efficienza fotosintetica (Parry 

et al. 1987, 2007). Per esempio, modelli teorici indicano che la sostituzione della Rubisco nativa di 

frumento con quella della specie Limonium gibertii potrebbe essere in grado di portare ad un incremento 

netto del 60% nella fotosintesi con un conseguente aumento del YP. Sebbene molti progressi, siano stati 

fatti nello sviluppo di strumenti per l’introduzione di geni nel genoma nucleare delle cultivar d’elite di 

frumento (Pastori et al. 2001; Shewry e Jones 2005), la trasformazione del genoma dei plastidi è ancora 

difficile da effettuare e limitata alle specie modello (Malinga 2004). Ad oggi, le complessità 

nell’assemblare la subunità grande e la subunità piccola della Rubisco in un oleoenzima funzionale in 

vivo (richiedendo alti livelli di espressione, interazione con chaperonine, modifiche post-traduzionali e 

l’interazione con la Rubisco activase) rimangono le maggiori sfide.  
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Le piante C4, come ad esempio il mais, hanno sviluppato un meccanismo più efficiente per organicare 

la CO2 attraverso la presenza di due tipi di cellule funzionalmente e morfologicamente diverse, le cellule 

del mesofillo e quelle della guaina del fascio (anatomia Kranz). Le piante C4 mantengono alta la 

concentrazione della CO2 nelle cellule della guaina del fascio ed in questo modo l’attività ossigenasica 

della Rubisco viene repressa. Un approccio alternativo per superare le limitazioni della Rubisco nelle 

piante C3 è di aumentare la concentrazione di CO2 nel sito catalitico. Un aumento notevole delle rese 

sarebbe possibile attraverso l’introduzione del meccanismo di concentrazione del carbonio delle piante 

C4 nelle piante C3. La complessità dell’atonomia Kranz ed del ciclo delle piante C4 ha dissuaso i 

ricercatori nel tentare di introdurre tale sistema nelle piante C3. Tuttavia, data la disponibilità di un 

ampio germoplasma sia in riso che in frumento, potrebbe essere possibile identificare e selezionare le 

caratteristiche dell’atonomia Kranz in alcuni genotipi. Infatti, l’ International Rice Research Institute 

(IRRI) sta attualmente studiando le diverse risorse genetiche disponibili con lo scopo di individuare 

piante con caratteristiche fotosintetiche il più simile possibile a quelle delle specie C4 (Hibberd et al. 

2008). Recentemente, la scoperta di pompe CO2, che operano all’interno di una singola cellula di alcune 

specie, come ad esempio in Hydrilla verticillata, ha incoraggiato una serie di approcci biotecnologici 

con lo scopo di introdurle nelle piante C3 come nel riso e nel frumento (Leegood 2002; Taniguchi et al. 

2008). Alcune analisi teoriche sostengono che questo sistema sarebbe di grande beneficio sotto siccità 

o in altre condizioni che portano alla chiusura degli stomi con conseguente abbassamento della 

concentrazione di CO2 intracellulare (Von Caemmerer 2003). Come per l’introduzione dell’intero 

sistema fotosintetico delle piante C4 in quelle C3, questo è molto difficile da perseguire poiché 

richiederebbe l’espressione coordinata di molti transgeni (Reynolds et al. 2009b). 

La fotorespirazione ha un importante costo energetico, perché la riassimilazione dell’NH3, prodotta 

durante la deaminazione della glicina, consuma tre molecole di ATP e tre di NADPH per ogni molecola 

di glucosio. Sono in fase di studio diversi approcci biotecnologi che hanno come scopo l’introduzione 

di enzimi batterici coinvolti nella via metabolica della fotorespirazione che non implicano il rilascio di 

NH3 (Parry et al. 2003; Bari 2004). Attraverso questo meccanismo sarebbe possibile risparmiare energia 

da poter essere utilizzata in condizione di scarsa intensità luminosa. 

Sotto un moderato stress da calore, l’attività fotosintetica diminuisce e viene inibita la Rubisco attivasi 

(Salvucci et al. 2001). La stabilità termica della Rubisco attivasi presenta variabilità tra le diverse specie 

e potrebbe essere studiata per migliorare le colture a maggior interesse agronomico come il frumento 

con lo scopo di limitare la sua inibizione soprattutto nelle regioni mediterranee soggette a condizioni 

climatiche estreme. 

In vivo sono stati identificati diversi inibitori della Rubisco, come ad esempio il carbossiarabinitolo 1 

fosfato (CA1P) (Gutteridge et al. 1986; Keys et al. 1995). Essi sono responsabili della sua bassa attività 

e vengono accumulati sotto condizioni di stress in quanto conferiscono una protezione dai danni 

ossidativi o proteolitici (Medrano et al. 1997). Attraverso la manipolazione dei processi biosintetici e 

delle vie di degradazione di questi inibitori potrebbe essere possibile modulare l’attività e la stabilità 

della Rubisco (Andralojc et al. 1996, 2002; Parry et al 2008). 
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Un ultimo approccio, per aumentare il tasso fotosintetico totale, è quello di diminuirne la 

sottoregolazione che entra in gioco per proteggere l’apparato fotosintetico da un eccesso di radiazioni. 

Inoltre, quando la fase oscura diventa un ostacolo alla trasduzione di energia, è necessario considerare 

non solo le proprietà intrinseche del sistema, ma anche altri fattori indiretti quali ad esempio la capacità 

di assimilare i fotosintetati, la resistenza degli stomi e del mesofilio, la disponibilità di acqua e la 

temperatura (Flexas et al. 2004). Il ciclo delle xantofille permette di rispondere alle radiazioni in eccesso 

attraverso la dissipazione termica dell’energia nei tilacoidi. Il miglioramento genetico del tasso di 

rigenerazione delle xantofille è associata in riso ad un aumento della RUE in condizioni climatiche a 

intermittenza di cielo coperto e sole (Zhu et al. 2004). Per il miglioramento del tasso fotosintetico, oltre 

la capacità di rigenerazione del RuBP, altri possibili target potrebbero essere gli enzimi del ciclo di 

Calvin e principalmente la sedoeptulosio 1,7-bisfosfatasi (Lefebvre et al. 2005) o altri componenti della 

catena di trasporto degli elettroni e della cattura della luce (Long et al. 2006). In conclusione, molti 

approcci diversi potrebbero essere utilizzati per aumentare la capacità fotosintetica nel frumento. 

Tuttavia, lo scopo ultimo sarà quello di garantire che la maggior parte di biomassa prodotta sia poi 

convertita in granella favorendo un significativo aumento dell’HI. La partizione degli assimilati e i 

complessi meccanismi fiosiologico-genetici che regolano la fertilità della spiga, accoppiati ad un sotto 

utilizzo della capacità fotosintetica nelle cultivar moderne, rafforzano la necessità di una migliore 

comprensione dei processi che determinano il numero e la grandezza delle cariossidi. 

 

1.16. Incremento dell’indice di raccolta (HI) 

Tra gli anni ’70 e ’90, durante la Rivoluzione Verde, le rese in frumento furono notevolmente 

incrementate attraverso l’introduzione dei geni Rht-D1 e Rht-B1, responsabili dell’abbassamento della 

taglia (Foulkes et al. 2011). A partire dai primi anni ’90, i progressi di miglioramento genetico sono stati 

inferiori rispetto al potenziale ipotetico HI del frumento (Sayre et al. 1997; Reynolds et al. 1999; 

Shearman et al. 2005). L’aumento delle rese nelle cultivar moderne potrà, quindi, essere raggiunto 

attraverso l’aumento della resa in granella. Questa caratteristica è influenzata dalla capacità fotosintetica, 

dalla competizione tra i diversi organi per gli assimilati e dalla loro interazione con fattori ambientali, 

quali fotoperiodo e temperatura. Un’adeguata ripartizione dei fotosintetati, tra gli organi della pianta, è 

fondamentale per garantire che spighe più pesanti siano sorrette da steli e radici abbastanza forti da 

evitare cedimenti strutturali (Berry et al. 2007). In frumento, l’allettamento è un fenomeno che può 

ridurre la resa dell’80% così come può ridurre la qualità della granella (Easson et al. 1993; Berry et al. 

2007). 

La resa in granella può essere suddivisa in componenti numeriche, quali il numero di piante per metro 

quadro, il numero di spighe per pianta, il numero di cariossidi per spighetta, il numero di semi per metro 

quadro ed il peso delle cariossidi (Slafer 2003). Per un analisi semplificata, le due principali componente 

della resa in granella, che vengono comunemente considerati, sono il numero di semi per metro quadro 

(GN, Grain Number) ed il peso dei mille semi (TGW, Thousand Grain Weight). Assieme ad altri 

caratteri agronomici importanti, come la resistenza a stress biotici, tutte le componenti della resa in 
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granella hanno un controllo multifattoriale, presentando una bassa ereditabilità ed una forte influenza 

ambientale. L’analisi dei caratteri quantitativi (QTLs, Quantitative Trait Loci) è stata utilizzata per 

studiare le componenti genetiche delle rese nei cereali. Il sequenziamento del genoma di riso 

(International Rice Genome Sequencing Project 2005) ha permesso di eseguire un’analisi genetica 

dettagliata ed isolare importanti QTL implicati nell’aumento delle rese. Anche il sequenziamento dei 

genomi di sorgo (Sorghum bicolor) (Paterson et al. 2009) e mais (Zea mays) (Schnable et al. 2009) è 

stato completato; mentre, sono ben avviati i lavori del Barley Sequencing Consortium (Schulte et al. 

2009) e del Wheat Genome Sequencing Consortium (Ling et al. 2013) per il sequenziamento 

rispettivamente dei genomi di orzo e frumento. Attualmente, lo studio in riso dei QTL legati alle rese 

rappresenta un modello di riferimento importante per il frumento e per gli altri cereali. 

1.16.1.1. Numero delle cariossidi 

Il numero delle cariossidi è una delle componenti più importanti della resa in granella. Un suo aumento 

determina un potenziale incremento delle rese nelle colture. Il momento preciso, in cui si determina il 

potenziale numero di semi per spiga, corrisponde alla fase di allungamento dei culmi. Tale fase è 

direttamente correlata alla ripartizione degli assimilati, che avviene circa 20-30 giorni prima dell’antesi, 

momento in cui si ha lo sviluppo della spiga (Fischer 2009). La scarsa disponibilità di assimilati nella 

fase che precede l’antesi porta solo i culmi più sviluppati a sopravvivere. È stato dimostrato che il 70-

90% dell’azoto totale viene assimilato prima dell’antesi. Una sua diminuzione in queste fasi potrebbe 

ridurre sia lo sviluppo vegetativo che la formazione di spighe fertili (Miralles e Slafer 1999). Per 

permettere una maggiore ripartizione degli assimilati, per lo sviluppo della spiga nella fase di pre-antesi, 

si potrebbe intervenire cercando di ottenere un maggior accumulo di fotosintetati, allungando il periodo 

temporale di questa fase. L’estensione di tale fase è stata manipolata attraverso i geni che controllano il 

fotoperiodo, come il gene Ppd (Foulkes et al. 2004). Per un miglioramento della produttività in 

frumento, sono noti in letteratura anche altri geni che controllano la data di fioritura e rispondono alla 

vernalizzazione (Vrn, Vernalization response), e geni che regolano la fioritura indipendentemente dai 

meccanismi di vernalizzazione e fotoperiodo (Eps, Earliness per se; Yang et al.2003; Dubcovsky et al. 

2007). 

Un altro fattore importante per modificare il GN è la manipolazione dell'architettura dell’infiorescenza 

durante le fasi cruciali di differenziazione del meristema. Un ottimo esempio è dato dall’allele recessivo 

branched head (bh), mappato sul braccio corto del cromosoma 2A (Klindworth et al. 1997), che mostra 

un fenotipo con un numero di spighette maggiori (Shitsukawa et al. 2009). 

La capacità di accestimento è un altro importante fattore che contribuisce alla resa complessiva in 

frumento, poiché determina il numero di spighe per pianta. Il numero di culmi prodotti e la velocità con 

cui si sviluppano sono sotto controllo sia genetico che ambientale. In frumento il gene tiller inhibition 

(tin) mostra una ridotta capacità di accestimento, culmi più forti e spighe più grandi (Spielmeyer et 

2004). 
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In riso, sono stati isolati diversi QTL che regolano il GN, tra i quali il più importante è Grain number 

1a (Gn1a; Ashikari et al.2005). Gn1a codifica per l’enzima citochinina ossidasi/deidrogenasi 

(OsCKX2), che degrada il fitormone citochinina. Una ridotta espressione di Gn1a causa l’accumulo 

delle citochinine nel meristema fiorale ed incrementa il numero degli organi riproduttivi portando ad un 

incremento del numero dei semi. La linea isogenica (NIL, Near-Isogenic Line) recante Gn1a mostra il 

45% di semi in più per pannocchia e il 34% di semi in più per pianta rispetto alla linea wt (Ashikari et 

al. 2005). 

Un altro QTL è rappresentato dall’allele mutato del gene DEP1 (DENSE AND ERECT PANICLE1), 

responsabile per la produzione di una proteina phosphatidylethanolamine-binding protein like domain 

tronca. Le piante che portano la mutazione mostrano un incremento del GN ma presentano un minor 

TGW. Nonostante ciò, i mutanti hanno un aumento di produttività di circa il 40%, dovuto a fenotipi 

pleiotropici, quali: pannocchie dense ed erette (Huan et al. 2009). 

Sempre in riso, WFP (WEALTHY FARMER’S PANICLE) e IPA1 (IDEAL PLANT ARCHITECTURE), 

identificati indipendentemente, rappresentano lo stesso QTL che codifica per il fattore di trascrizione 

SQUAMOSA PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE (OsSPL14; Jiao et al. 2010; Miura et al. 2010). 

Sia WFP che IPA1 aumentano il numero dei semi aumentando il numero delle ramificazioni principali 

della pannocchia. Il livello di trascritto del gene OsSPL14, contenente la sequenza di riconoscimento 

per il microRNA OsmiR156, è elevato durante lo stadio vegetativo e diminuisce fino a scomparire 

all’inizio della fase riproduttiva. Attraverso questo meccanismo di regolazione fine, ad opera del 

microRNA OsmiR156, l’espressione di OsSPL14 è limitata alle prime fasi dello stadio riproduttivo nelle 

piante WT. L’allele mutato OsSPL14WFP mostra un’espressione nove volte maggiore rispetto al WT 

nella fase riproduttiva, probabilmente dovuta ad un effetto epigenetico nella regione del promotore e ciò 

comporta la formazione di un maggior numero di ramificazioni nella pannocchia (Miura et al. 2010). 

IPA1 presenta invece un singolo polimorfismo (SNP, Single Nucleotide Polymorphism) nella sequenza 

target del microRNA OsmiR156 (Jiao et al. 2010). Tale mutazione in OsSPL14 conferisce una resistenza 

al microRNA portando all’espressione ectopica del gene nella fase vegetativa e ad un’espressione 

maggiore in quella riproduttiva. Le piante OsSPL14IPA1 mostrano un aumento di ramificazioni principali 

nella pannocchia come quelle OsSPL14WFP, tuttavia presentano anche un ridotto numero di culmi, 

probabilmente a causa dall’espressione ectopica del gene durante la fase vegetativa. Oltre a mostrare un 

aumento del numero dei semi, dovuto all’aumento dei ramificazioni principali, le piante recanti l’allele 

OsSPL14IPA1 mostrano anche un aumento dei fasci vascolari e delle cellule dello sclerenchima (Jiao et 

al. 2010). Queste osservazioni suggeriscono che la regolazione dell’architettura vegetale conferita da 

OsSPL14 ha il potenziale di aumentare le rese in riso. In una popolazione BC2F2, il numero di semi della 

linea omozigote per l’allele OsSPL14WFP è superiore del 41% rispetto a quello della linea omozigote per 

l’allele WT. Quando OsSPL14WFP viene combinato con Gn1a, le piante arrivano a produrre il 52% di 

semi in più rispetto a quelle WT (Miura et al. 2010).  
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1.16.1.2. Dimensione delle cariossidi 

La grandezza delle cariossidi è un’altra delle componenti più importanti su cui si può intervenire per 

aumentare le rese in frumento. Anche questa, come il numero delle cariossidi, è una caratteristica 

controllata da QTL ed è anch’essa influenzata notevolmente dall’ambiente. Cariossidi più grandi 

favoriscono la germinazione, la crescita iniziale e migliorano la qualità molitoria, aumentando 

direttamente la resa finale in farina. 

La dimensione dei semi è una caratteristica che è stata selezionata durante la domesticazione (Fuller 

2007; Brown et al. 2009) ed è tutt’ora uno dei maggiori target dei programmi di miglioramento genetico 

sia del frumento tenero che del frumento duro (Gegas 2010). La resa in granella è solitamente 

rappresentata nelle pratiche di miglioramento genetico dal TGW, determinato principalmente dalla 

grandezza del seme (GW, Grain Weight), dalla lunghezza (GL, Grain Lenght), dallo spessore (GT, 

Grain Thikness) e dal tasso di riempimento della cariosside (Campbell et al. 2008; Dholakia et al 2003). 

Tutti e quattro gli aspetti sono correlati positivamente con il TGW e l’aumentare di una delle tre 

componenti della dimensione della cariosside può migliorare la resa nei programmi di miglioramento 

genetico. 

Studi recenti hanno portato all’identificazione di geni che regolano le dimensioni ed il tasso di 

riempimento della granella in riso. GS3 è stato il primo importante QTL in questa categoria e 

contribuisce sia alla lunghezza che al peso dei grani (Fan et al. 2006). Mao et al. (2010) hanno 

caratterizzato quattro alleli per questo QTL. L’allele GS3-1 porta alla produzione di semi con una 

lunghezza media e codifica per una proteina di 231 amminoacidi. Tale proteina presenta quattro domini: 

all’N-terminale un dominio organ size regulation (OSR), un dominio transmembrana, un dominio della 

famiglia cysteine-rich, chiamato tumor necrosis factor receptor/nerve growth factor receptor 

(TNFR/NGFR) ed un dominio al C-terminale definito von Willebrand fattore di tipo C (VWFC). L’allele 

GS3-2 conferisce anche esso una lunghezza media della cariosside e presenta un inserzione di tre paia 

di basi nella regione codificante. L’allele GS3-3 mostra un seme allungato e presenta una sostituzione 

da C ad A, 165 paia di basi a valle del sito di inizio della traduzione, che causa una interruzione 

prematura della proteina e alla perdita di tutti e quattro i domini. Mentre, l’allele GS3-4 causa la 

formazione di cariossidi più corte e presenta una delezione di una base, 357 paia di basi a valle del sito 

di inizio della traduzione, responsabile della perdita dei domini TNFR/NGFR e VWFC. Da queste 

osservazioni e attraverso approcci transgenici è stato possibile comprendere che questi domini svolgono 

differenti funzioni nella regolazione della grandezza della cariosside. Il dominio OSR è necessario e 

sufficiente per far svolgere alla proteina una funzione di regolatore negativo della grandezza della 

cariosside. I domini TNFR/NGFR e VWFC hanno un effetto inibitorio nei confronti del dominio OSR; 

mentre, la perdita di funzione in questi due domini porta alla produzione di cariossidi molto piccole. 

Un altro QTL, relativo all’aumento delle dimensioni dei semi in riso, è qSW5/GW5 (Shomura et al. 

2008; Weng et al. 2008). Esperimenti di RNAi hanno mostrano una diminuzione del peso dei semi del 

13%, dovuta ad una diminuzione del numero delle cellule nella glumetta esterna. Questi dati 
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suggeriscono che qSW5/GW5 potrebbe essere coinvolto nella proliferazione delle cellule del glumetta 

(Miura et al. 2011). 

GRAIN INCOMPLETE FILLING 1 (GIF1) è un gene invece che regola il tasso di riempimento delle 

cariossidi ed è stato mappato sul cromosoma 4 di riso. Questo gene codifica per una invertasi della parete 

cellulare, necessaria per la ripartizione del carbonio durante le fasi iniziale del riempimento dei semi 

(Wang et al.2008b). Cariossidi di piante gif1 (loss-of-function) accumulano livelli di glucosio, fruttosio 

e saccarosio significativamente più bassi rispetto al WT. Questo minor accumulo di zucchero nel 

mutante gif1 porta ad una notevole diminuzione del peso dei semi. Dati sperimentali suggeriscono che 

un elevata espressione tessuto specifica del gene GIF1 potrebbe fornire un mezzo per aumentare il tasso 

di riempimento della granella (Wang et al. 2008b). 

Recentemente è stato visto che la sovra-espressione nell’intera pianta di un membro in riso della famiglia 

genica TIFY, TIFY11b, porta ad un incremento delle dimensioni e del peso della cariosside. Ciò avviene 

attraverso un incremento dell’accumulo dei carboidrati nel culmo e nella guina fogliare prima della 

spigatura, mobilizzando poi i carboidrati di riserva nella cariosside in fase di maturazione (Hakata et al. 

2012). 

Il gene OsSPL16, isolato dal QTL GW8 di riso, codifica per una proteina che regola positivamente la 

proliferazione cellulare. Una sovra-espressione di questo gene favorisce la divisione cellulare ed il tasso 

di riempimento della cariosside andando ad influire poi sulla larghezza del seme e sulla resa. Invece, 

una mutazione non senso nel riso Basmati porta alla formazione di una cariosside più sottile ed una 

migliore qualità legata alla granella. Wang et al. (2012) hanno dimostrano come una strategia di marker-

assisted selection (MAS), per gli alleli superiori dei geni GS3 e OsSPL16, può essere usata 

efficacemente per migliorare la qualità e la resa in riso. 

Zhang et al. (2012) hanno clonato e caratterizzato funzionalmente un importante QTL per la lunghezza 

delle cariossidi in riso, qGL3, che codifica per una putativa proteina fosfatasi con dominio ripetuto di 

tipo Kelch (OsPPKL1). L’allele “raro” qgl3, codifica per una proteina con una sostituzione 

amminoacidica nel motivo conservato AVLDT del secondo dominio Kelch, e piante recanti tale allele 

mostrano un seme di lunghezza superiore. Nel genoma di riso sono presenti altri due geni omologhi, 

OsPPKL2 e OsPPKL3. Studi di trasformazione genica hanno dimostrato che OsPPKL1 e OsPPKL3 

regolano negativamente la lunghezza delle seme mentre OsPPKL2 funziona come regolatore positivo. 

Prove agronomiche in campo hanno dimostrato che l’allele qgl3 aumenta effettivamente la resa in riso 

conferendo alle piante la capacità di produrre delle cariossidi più lunghe (Zhang et al. 2012). 

In riso, Song et al. (2007) hanno clonato e caratterizzato un altro importante QTL (GW2) che controlla 

negativamente la larghezza ed il peso dei semi. GW2 codifica per una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING 

e nel sottocapitolo 3.4 sarà approfondita la sua descrizione. 

Nel frumento sono stati identificati diversi QTL per la resa in granella (Kato et al. 2000; McCartney et 

al. 2005; Röder et al. 2008) tuttavia, nessun gene è stato isolato ed ampiamente caratterizzato. Peng et 

al. (2003), attraverso la mappatura dei QTL e la mappatura genica di associazione, hanno dimostrano 

che il cromosoma 1B controlla le rese in frumento ed è associato alla lunghezza della spiga, al numero 
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delle spighette, al numero delle cariossidi per spiga, alla resa in granella, al numero dei culmi e 

all’altezza della pianta. Nella regione prossima al centromero del cromosoma 6AS, un importante e 

stabile QTL per le rese è stato identificato in linee doppio aploidi (DH) e inbred ricombinanti (RIL) di 

frumento (Snape et al. 2007; Sun et al. 2009). Precedentemente, Wang et al. (2007), attraverso analisi 

di associazione, hanno identificato associazionetra i marcatori Xcfe273 e a Xgpw7592 con le componenti 

delle rese, come la fertilità dei culmi ed il numero delle cariossidi per spiga. In seguito anche Mir et al. 

(2011) hanno identificato sul cromosoma 6AS un QTL importante per le dimensioni del seme 

(QGw.ccsu-6A.2), definito dall’intervallo dei marker Xbarc3 e Xbarc146b. Tale QTL è stato mappato 

nella stessa regione di TaGW2, ortologo in frumento del gene GW2 di riso (Su et al. 2011). 

 

1.17. Il gene Grain Weight 2 (GW2) 

In riso, Grain Weight 2 (GW2) rappresenta uno dei QTL principali che regola la larghezza ed il peso 

della cariosside (Song et al. 2007). Il locus del gene responsabile per tale QTL è stato mappato sul 

cromosoma 2, in una regione genomica di 8.2 Kb. All’interno di tale regione è stata trovata una sola 

Open Reading Frame (ORF), il gene OsGW2. Questo gene è composto da otto esoni e sette introni 

(Figura 1.9a) e la sua sequenza codifica per una proteina di 425 amminoacidi (47 kDa). Una diminuzione 

dell'espressione di OsGW2, ottenuta tramite un approccio RNAi, porta all’aumento (14%) della 

larghezza del seme; mentre, le linee che sovra-esprimono il gene mostrano una significativa diminuzione 

(17%) della larghezza del chicco di riso. Una mutazione naturale in questo gene è stata ritrovata nelle 

varietà WY3 ed Oochikara. La delezione di una adenina, in posizione 316 della sequenza codificante 

(esone 4; Figura 1.9a), porta alla formazione di un codone di stop prematuro e alla traduzione di una 

proteina tronca di 115 aminoacidi (13 kDa). Le varietà WY3 e Oochikara presentano dei semi più grandi 

rispetto alla varietà FAZ1 che possiede l’allele WT di GW2 (Figura 1.9b). Per determinare la funzione 

di GW2 nello sviluppo del chicco di riso, gli autori hanno creato una NIL (GW2) contenente una regione 

di 1,4 cM con il locus GW2 della varietà WY3, nel background genetico della varietà FAZ1. La linea 

NIL (GW2) mostra un aumento del TGW del 49,8% ed un aumento della larghezza, dello spessore e 

della lunghezza del seme rispettivamente del 26,2%, 10,5% ed 6,6% rispetto alla varietà FAZ1 (Figure 

1.9d). La resa in granella ed il numero di spighette per pianta sono aumentate rispettivamente del 19,7% 

e del 27%, mentre il numero di semi per pannocchia è diminuito del 29,9% nella linea NIL (GW2). 

L'altezza della pianta e la larghezza della foglia bandiera non differiscono significativamente tra le due 

linee. Le glumette sono significativamente più grandi nella NIL (GW2) rispetto alla varietà FAZ1 

(Figura 1.9c). Sezioni trasversali delle glumette mostrano che, nella NIL (GW2), lo strato esterno del 

parenchima è più lungo del 29,6%, rispetto alla varietà FAZ1, grazie ad un numero di cellule maggiore 

(Figura 1.9e). Inoltre, la sezione trasversale di semi maturi mostra che le cellule dell’endosperma sono 

più grandi del 39,5% nella linea NIL (GW2) e non vi è nessuna differenza nel numero di cellule rispetto 

alla varietà WT (Figura 1.9f). Il tasso di riempimento della cariosside nella linea NIL (GW2) risulta 

maggiore rispetto alla varietà FAZ1 già dopo 17 giorni dall’antesi ed il peso fresco del seme è superiore 

del 47,8%. Come descritto, il gene GW2 regola le dimensioni della cariosside e non influisce sulle 
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caratteristiche qualitative della stessa. Infatti, non è stata trovata alcuna differenza per quanto riguarda 

il contenuto di amilosio tra la linea NIL (GW2) e FAZ1 (Song et al. 2007).  

Il gene GW2 è costitutivamente espresso in diversi organi della pianta e non sono state trovate differenze 

nel livello di espressione tra la linee NIL (GW2) e FAZ1. GW2 codifica per un enzima con attività 

ubiquitina ligasi E3 di tipo RING, implicata nella degradazione delle proteine attraverso il proteosoma 

26S, ed ha una localizzazione subcellulare citoplasmatica. 

In sintesi, una perdita di funzione del gene GW2 in riso, provoca l’aumento della dimensione del 

rivestimento esterno alla cariosside, indirettamente accelera il tasso di riempimento del seme ed aumenta 

le dimensioni delle cellule dell’endosperma, consentendo quindi la produzione di cariossidi più grandi 

e più pesanti. Inoltre, Song et al. (2007) descrivono GW2 come un regolatore negativo della divisione 

cellulare a livello del rivestimento esterno del chicco di riso. Questo enzima riconosce specificamente 

la proteina bersaglio e la induce alla degradazione tramite il proteosoma 26S (Figura 1.9g). La proteina 

target di GW2 è ancora sconosciuta e studi in vitro hanno mostrato che la proteina tronca dell’allele 

WY3, presente nella NIL (GW2), possedeva ancora l’attività E3 (Figura 1.9h). La perdita di funzione 

della proteina GW2 potrebbe essere causata dalla perdita del dominio di legame con la proteina bersaglio 

nella regione C-terminale (Figura 1.9h). 

Recentemente in riso, al fine di determinare le relazioni tra i quattro geni coinvolti nella resa in granella 

(GS3, qSW5/GW5, GIF1 e GW2), è stata condotta un’analisi trascrizionale nelle pannocchie di piante 

transgeniche che sotto-esprimono questi geni (Yan et al. 2011). Nelle linee GW2 RNAi, il livello di 

trascritto del gene GS3 è ridotto di 3 volte, mentre quello di GIF1 risulta essere 2,5 volte più elevato. La 

sotto-regolazione del gene GW2 inoltre non ha alcun effetto sui livelli trascrizionali di qSW5/GW5. 

Similmente, nessuna differenza significativa nell’espressione di GW2 è stata trovata nelle piante che 

sotto-esprimono GS3, GIF1 e qSW5/GW5. In conclusione, GW2 regola positivamente l’espressione di 

GS3 e negativamente quella di GIF1. (Yan et al. 2011). 

Questi nuovi risultati forniscono delucidazioni sui meccanismi molecolari che regolano le dimensioni 

dei semi in riso e possono essere utili per programmi di miglioramento genetico. 
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Figura 1.9. (a) Struttura del gene GW2 e siti delle mutazioni nelle varietà WY3 e Oochikara (Song et al. 2007). (b) Fenotipo 
della cariosside nelle varietà di riso FAZ1, WY3 e Oochikara. Scala della barra 3 mm (Song et al. 2007). (c e d) Fenotipo 
rispettivamente delle glumette e delle cariossidi nelle varietà FAZ1 e NIL (GW2) (Song et al.2007). Scala della barra 3 mm 
(Song et al. 2007). (e) Sezione trasversale delle glumette. Scala della barra 500 µm (Song et al. 2007). (f) Cellule 
dell’endosperma di semi maturi nelle varietà FAZ1 e NIL (GW2). Scala della barra 500 µm (Song et al. 2007). (g) Modello 
proposto per il ruolo della proteina GW2 WT nella regolazione della larghezza e nel peso della cariosside (Song et al. 2007). 
(h) Modello schematico del ruolo della proteina GW2 mutata e dell’effetto della perdita di funzione proposto da Matsuoka e 
Ashikari (2007).  
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1.17.1. Geni omologhi a GW2 in mais 

In mais, due geni omologhi a GW2 di riso sono stati identificati sui cromosomi 4 e 5: ZmGW2-CHR4 e 

ZmGW2-CHR5 (Li et al. 2010). Questi due geni sono composti da otto esoni e mostrano il 94% di 

identità di sequenza nucleotidica tra loro e il 93% se confrontati con GW2 di riso. Tra i due geni, 

ZmGW2-CHR4 è più simile a OsGW2, mentre ZmGW2-CHR5 è più simile al gene omologo in sorgo (Li 

et al.2010) Il gene ZmGW2-CHR4 è associato ad un QTL che regola il peso di 100 semi (HKW, One-

Hundred Kernel Weight) ed analisi di associazione hanno mostrato che uno SNP nel promotore 

cosegrega con l’aumento della larghezza del seme e con un più elevato HKW. E’ stato inoltre visto che 

SNPs o polimorfismi di inserzione/delezione (In/Del, Insertion/Deletion), in altre regioni dei geni 

ZmGW2-CHR4 e ZmGW2-CHR5, sono significativamente associati ad almeno uno dei quattro caratteri 

correlati all’aumento delle rese (GL, GT, GW e HKW). Al contrario, il livello di espressione di ZmGW2-

CHR4 è negativamente correlato con questi caratteri. In mais, questi risultati suggeriscono come alleli 

differenti del locus GW2 passano giocare un ruolo importante nella regolazione della dimensione e del 

peso della cariosside (Li et al. 2010). 

 

1.17.2. GW2 in frumento 

L’identificazione e la caratterizzazione in riso del gene OsGW2 ha fornito l’opportunità di isolare il gene 

omologo in frumento. Usando un approccio di genomica comparativa, sono stati isolati gli ortologhi a 

OsGW2 nei tre genomi omeologhi di frumento e sono stati localizzati rispettivamente sul braccio corto 

dei cromosomi 6A, 6B e 6D. In particolare, il gene che risiede sul cromosoma 6A è stato mappato nella 

regione centromerica a 0,6 cM dal marker cfd80.2 (Figura 1.10a; Su et al. 2011). A livello nucleotidico, 

le sequenze codificanti dei tre geni GW2 omeologhi di frumento presentano tra loro il 98% di identità e 

mostrano l’87% di omologia con OsGW2 (Su et al. 2011). La regione codificante è costituita da 8 esoni, 

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

Il dominio RING, di 43 amminoacidi, è posizionato nella regione N-terminale ed è ha un sequenza 

amminoacidica altamente conservata rispetto alla proteina ortologa in riso. L’analisi della sequenza 

codificante i tre geni omeologhi di TaGW2, in varietà di frumento tenero che differivano per la 

dimensione del seme, non ha mostrato nessun polimorfismo simile alla delezione identificata in riso (Su 

et al.2011). Nella regione del promotore del gene TaGW2-A, Su et al. (2011) hanno identificato due 

SNPs, in perfetto linkage disequilibrium, che formano 2 aplotipi (Figura 1.10b): Hap-6A-A (-593A e 

739G) e Hap-6A-G (-593G e 769A). Analisi di associazione, in moderne varietà cinesi di frumento 

tenero, hanno mostrato che TaGW2-A Hap-6A-A è un allele superiore per la grandezza del seme. 

L’effetto di TaGW2-A sul peso del seme è dovuto maggiormente ad un aumento della larghezza ed, in 

minima parte, all’aumento della lunghezza e dello spessore. L’analisi trascrizionale dei tre geni 

omeologhi TaGW2, mostra che il livello d’espressione è negativamente correlato con la larghezza del 

seme (Su et al.2011). Questo dato suggerisce che in riso e frumento il gene GW2 attua lo stesso 

meccanismo molecolare nel regolare la dimensione del seme. 
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Più recentemente, Yang et al. (2012) hanno identificato un inserzione di una base sull’esone otto di 

TAGW2-A (T in posizione 977) nella varietà a seme grande di frumento tenero Lankaodali. Questa 

inserzione genera un codone di stop prematuro, portando alla formazione di una proteina tronca (Figura 

1.10c; 328 amminoacidi, 37,1 kDa). L’analisi di associazione, nella popolazione segregante F2, derivante 

tra l’incrocio tra la varietà Lankaodali (seme grande) e Chinese Spring (seme piccolo), ha mostrato che 

le linee, con l’allele omozigote mutante, hanno una cariosside più larga del 5,8% ed un TGW maggiore 

del 10,03% (Yang et al.2012). Questo polimorfismo è stato trovato anche in altre due varietà asiatiche 

a seme grande: Sichuandali e Wanmai 38 (Figura 1.10d). In conclusione, gli autori suggeriscono che 

TaGW2-A influenza negativamente le dimensioni ed il peso finale della cariosside in maniera analoga a 

OsGW2 in riso. 

Studi di caratterizzazione funzionale hanno dimostrato che TaGW2-A è una proteina con attività E3 

ubiquitina ligasi simile a OsGW2, localizzata nel nucleoplasma, nel nucleolo e nel citoplasma (Bednarek 

et al. 2012). Il motivo ricco in leucina NES (LxxLxL), situato nella regione N-terminale, è necessario 

per il trasporto di TaGW2-A fuori dal nucleo e la ritenzione nel nucleolo (Bednarek et al.2012). Analisi 

di espressione dei singoli omeologhi di TaGW2 hanno mostrato che TaGW2-A e TaGW2-D sono 

principalmente espressi nel seme durante l’inizio della divisione cellulare e durante la fase finale di 

riempimento della cariosside, mentre TaGW2-B è espresso solo durante la fase finale di riempimento 

della cariosside (Figura 1.10f; Bednarek et al.2012). Diversamente dai risultati di Yang et al. (2012) e 

Su et al. (2011), studi di silenziamento mediante RNAi  delle tre copie omeologhe di TaGW2, mostrano 

una riduzione significativa della dimensione della cariosside rispetto al controllo (Figura 1.10 e). Inoltre, 

il silenziamento di TaGW2 porta ad una riduzione delle cellule dell’endosperma senza mostrare fenotipi 

pleiotropici per quanto riguardo il numero dei semi, il numero delle spighe per pianta e la data di antesi 

(Bednarek et al. 2012). Questi risultati indicano che in frumento, i geni omeologhi TaGW2 regolano 

positivamente la grandezza della cariosside, andando ad aumentare il numero di cellule dell’endosperma 

con una funzione che diverge dall’ortologo in riso OsGW2. Gli autori spiegano questa differenza con 

tre ipotesi. La prima spiegazione è che i lavori precedenti hanno identificato un aumento della 

dimensione della cariosside dovuto solo a polimorfismi identificati nell’allele A di TaGW2, mentre 

l’esperimento di RNAi silenzia contemporaneamente le tre copie del gene. La seconda ipotesi è che gli 

studi precedenti hanno identificato l’associazione genetica tra i marker nel genoma A di TaGW2 e le 

componenti implicate nell’aumento della resa. TaGW2-A è localizzato nella regione pericentromerica 

dove è presente in importante QTL implicato nell’aumento delle rese (Snape et al. 2007). L’associazione 

genetica osservata può essere spiegata con il linkage disequilibrium tra questi marker ed un gene non 

ancora identificato, implicato nell’aumento delle rese. Una terza possibilità, è data dagli effetti causati 

dall’utilizzo di un RNAi hairpin molto lungo, per il silenziamento dei geni TaGW2, che può aver 

silenziato altri geni che hanno un effetto positivo sulla grandezza della cariosside (Bednarek et al. 2012).  

Ulteriori studi sulla caratterizzazione funzionale dei geni TaGW2 sono necessari per capire il loro ruolo 

nella regolazione della dimensione della cariosside. L’identificazione di mutanti knock-out genoma 
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specifici in una popolazione TILLING potrà delucidare il ruolo di ogni omeologo nell’aumento delle 

rese. 

 

 
 
Figura 1.10. (a) Mappaggio fine del gene TaGW2-6A localizzato a 0,6 cM dal marker cfd80.2 (Su et al. 2011). (b) Fenotipi 
delle cariossidi di varietà di frumento che differiscono nel genotipo. Posizione degli SNPs che formano gli aplotipi Hap-6A-A 
e Hap-6A-G nella regione del promotore di TaGW2-6A. Lunghezza della barra 5mm (Su et al. 2011). (c) Allineamento delle 
sequenza amminoacidiche di TaGW2 della varietà Chinese Spring (CS) e Lankaodali (LK) (Yang et al. 2012). (d) Cariossidi 
di 5 varietà di frumento tenero che differiscono per la grandezza della cariosside omozigoti per l’inserzione (TT) o wt (tt) per 
il gene TaGW2-A. SC Sichuandali, LK Lankaodali, WM Wanmai 38, CS Chinese Spring, MX Mingxian 169 (Yang et al. 
2012). (e) Fenotipi delle cariossidi delle linee TaGW2 silenziate (T111 e T105) e dei rispettivi controlli nulli segreganti. 
Lunghezza della barra 5mm (Bednarek et al. 2012). (f) Livelli di espressione degli omeologhi TaGW2 in differenti stati di 
sviluppo della cariosside (Bednarek et al. 2012).  
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1.18. La reazione di ubiquitinazione  

La regolazione dell’espressione e dell’attività proteica è stata per lungo tempo considerata solo in 

termini di efficienza nella trascrizione/traduzione. Negli ultimi anni, la scoperta di meccanismi di 

regolazione post-trascrizionali e post-traduzionali ha mostrato che il fattore chiave nel determinare la 

quantità di trascritto/proteina è il rapporto tra la sintesi e la degradazione proteica (Mazzucotelli et al. 

2006). 

L’ubiquitina è una proteina globulare costituita da 76 amminoacidi, altamente conservata tra tutti gli 

organismi eucarioti. Attraverso la reazione di ubiquitinazione, l’ubiquitina viene coniugata alle proteine 

accettrici tramite la formazione di un legame isopeptidico tra l’estremità C-terminale dell’ubiquitina 

(residuo di glicina 76) e l’aminogruppo del residuo di lisina del polipeptide coinvolto nella reazione 

(Pickart, 2001). La principale funzione dell’ubiquitinazione è la degradazione delle proteine target 

attraverso il proteosoma 26S. Oltre all’eliminazione delle proteine tronche o aberranti per 

l’ housekeeping cellulare, questa via regola la quantità delle proteine attive che dipendono dal rapporto 

degradazione/sintesi (Sadanandon et al. 2012) 

L’ubiquitinazione è un processo enzimatico complesso, che prevede l’azione sequenziale di tre differenti 

enzimi: l’enzima di attivazione dell’ubiquitina (E1), l’enzima di coniugazione dell’ubiquitina (E2) e 

l’enzima responsabile del legame dell’ubiquitina con la proteina bersaglio (ubiquitina ligasi E3). L’E1 

è responsabile dell’attivazione del residuo di glicina contenuto all’estremità C-terminale dell’ubiquitina, 

attraverso un meccanismo ATP-dipendente. L’ubiquitina attivata in questa prima fase viene 

successivamente trasferita al residuo catalitico (una cisteina) dell’E2 mediante la formazione di un 

ulteriore legame tioestere. Infine, l’ultima fase del processo è catalizzata dall’enzima E3, e prevede la 

formazione del legame isopeptidico tra l’estremità C-terminale dell’ubiquitina, precedentemente 

attivata, e l’ε-aminogruppo del residuo di lisina della proteina accettrice (Figura 1.11; Hershko e 

Ciechanover 1998).  

Le proteine E3 possono sia possedere un’attività enzimatica intrinseca sia semplicemente coaudiuvare 

il trasferimento dell’ubiquitina dall’E2 al substrato proteico. Il ruolo maggiormente studiato e attribuito 

all’ubiquitinazione riguarda il riconoscimento delle proteine bersaglio da parte del proteosoma 26S, che 

a sua volta è responsabile della degradazione proteolitica di varie proteine cellulari. Il proteosoma è un 

complesso proteolitico multienzimatico che riconosce come segnale degradativo una catena di almeno 

quattro molecole di ubiquitina, legate tra loro attraverso il residuo di lisina 48 dell’ubiquitina. Il legame 

tra l’ubiquitina e la proteina accettrice costituisce così un metodo rapido e reversibile per controllare 

l’abbondanza cellulare dei livelli proteici (Mazzucottelli et al. 2006). L’ultima fase del processo di 

ubiquitinazione determina il trasferimento ultimo dell’ubiquitina dall’E3 al substrato, e risulta essere la 

reazione più specifica e la più lenta. Questa osservazione porta ad attribuire una funzione fondamentale 

agli enzimi E3 ubiquitina ligasi. Più di mille proteine E3 ligasi sono state predette in Arabidopsis. La 

grandezza di questa famiglia genica, suggerisce che l’enzima E3 ligasi ha un ruolo chiave nella 

specificità della reazione di ubiquitinazione, ed è responsabile del riconoscimento e del legame di un 

unico o di un gruppo ristretto di substrati. Ad oggi sono state identificate circa un migliaio di E3 che 
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sono state classificate in tre gruppi principali: le E3 ubiquitina ligasi di tipo HECT, di tipo RING-finger 

e di tipo U-box (Mazzucotelli et al. 2006). 

 

 
 

Figura 1.11. Reazione enzimatica del sistema ubiquitina-proteasoma. (1) Attivazione ATP-dipendente dell’ubiquitina (Ub) da 
parte di E1 (enzima di attivazione dell’ubiquitina). L’Ub attivata si lega ad un cisteina conservata di E1 tramite un legame 
tioestere con il gruppo carbossilico della sua glicina terminale. (2) Trasferimento di Ub a E2 (enzima di coniugazione 
dell’ubiquitina) attraverso la formazione di un legame tioestere. (3) L’enzima E2 trasferisce l’ubiquitina attivata alla ubiquitina 
ligasi (E3) che facilita il trasferimento della ubiquitina da E2 ad un residuo di lisina della proteina bersaglio, spesso formando 
un complesso intermedio con la E3 e la proteina target. (4) Ubiquitinazione iniziale della proteina bersaglio attraverso la 
formazione di un legame isopeptidico con l’Ub. Si legano successivamente ulteriori Ubs per formare una catena di poli-Ub. (5) 
Le proteine bersaglio con una catena di poli-Ub, legate ad al residuo di lisina 48, sono indirizzate al proteosoma 26S. (6) Le 
catene poli-Ub vengono disassemblate dal proteosoma 26S associato ad un enzima con attività di deubiquitinazione (DUB) 
con rilascio di ubiquitina libera. Il proteasoma 26S degrada la proteina bersaglio in frammenti peptidici (Sadanandon et al. 
2012). 

 

1.18.1. La ligasi E3 di tipo RING finger 

Le proteine contenenti il dominio RING, insieme alle proteine F-box, rappresentano la più abbondante 

famiglia genica di ubiquitina ligasi E3. 

Il dominio RING-finger è costituito da otto residui, sette di cisteina ed uno di istidina altamente 

conservati, coordinati insieme dalla presenza di due atomi di zinco, a formare una struttura a ponte che 

serve per un adeguato ripiegamento dell’enzima e per l’interazione con l’E2 (Figura 1.12; Borden e 

Freemont 1996). Il riconoscimento e il successivo legame tra l’E3 e i suoi diversi substrati, avviene 

tramite la giustapposizione tra l’E3 e una specifica regione di “ubiquitinazione” presente nelle proteine 

bersaglio. Generalmente inoltre, l’interazione coinvolge altre proteine con funzione mediatrice, e può 

richiedere delle modificazioni post-traduzionali che riguardano i diversi substrati. Le E3 del tipo RING-

finger possono a loro volta essere suddivise in proteine monomeriche, oppure in complessi proteici 
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costituiti da subunità multiple. Il motivo ricco in cisteina RING è stato per primo identificato in una 

proteina codificata dal gene Really Interesting New Gene (Freemont et al. 1991). Le proteine di tipo 

RING sono ampiamente presenti negli animali, nelle piante, nei lieviti, nei funghi, nei virus e mostrano 

una diversità di domini RING (Borden 1996; Stone et al. 2005). 

 

 
 

Figura 1.12. Rappresentazione schematica della struttura di un dominio RING. Le coppie metallo-ligando 1 e 3 coordinare 
uno ione zinco, mentre le coppie 2 e 4 coordinano il secondo (Kosarev et al. 2002).  

 

Finora, sette tipi di questi domini sono stati identificati in Arabidopsis; compresi due domini di tipo 

canonico, RING-HC (C3HC4) e RING H2 (C3H2C3), e cinque di tipo RING-v, RING-C2, RING-D, 

RING-S/T e RING-G (Stone et al.2005, Albert et al.2002). 

Una ubiquitina ligasi E3 di tipo RING-finger ben caratterizzata è COP1, che in Arabidopsis svolge la 

funzione di regolatore centrale nel controllo della luce durante le fasi iniziali di sviluppo della plantula 

(Holm et al.2001).  

In riso, OsGW2 è caratterizzata da un dominio RING (C5HC2) precedentemente mai descritto, che ha 

la particolarità di avere un residuo di cisteina ed istidina implicati nel legame con lo ione metallico 

rispettivamente alla posizione 5 e 6 (Su et al. 2007). Queste caratteristiche sono state ritrovate anche nel 

dominio RING di proteine omologhe in mais, frumento, lieviti e funghi, indicando che GW2 

probabilmente rappresenta una proteina con un nuovo tipo di dominio RING. In frumento, studi di 

trascrittomica hanno evidenziato che l’interazione tra i fitormoni e il sistema di degradazione proteica 

ubiquitina-proteasoma 26S, gioca un ruolo cruciale nei processi di sviluppo della cariosside (Capron et 

al. 2012). 

Gli enzimi ubiquitina ligasi E3 finora caratterizzati nelle piante hanno mostrato un ruolo fondamentale 

nella regolazione di numerosi processi biologici, quali: il controllo ormonale della crescita vegetativa, i 

meccanismi di riproduzione, la risposta alla luce, la tolleranza a stress biotici ed abiotici ed il riparo del 

DNA (Mazzucotelli et al. 2006).  
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2. Finalità 

In uno scenario in cui la produttività delle colture è messa a rischio da diversi fattori, tra cui i 

cambiamenti climatici e l'erosione dei terreni, e dove vi è la necessità di sfamare una popolazione 

mondiale in rapida crescita, l’aumento delle rese rappresenta uno dei principali obiettivi nei programmi 

di miglioramento genetico. Negli ultimi anni, a questo obiettivo si sta affiancando sempre più l’esigenza 

di migliorare gli aspetti qualitativi e nutrizionali delle specie coltivate. Questa tendenza è certamente 

legata alla diffusione di importanti malattie legate a regimi alimentari errati. Infatti, nei paesi 

industrializzati, uno stile di vita sedentario ed un consumo eccessivo di cibo, in particolare di alimenti 

raffinati a base di cereali, ha contribuito alla diffusione di una “epidemia” di malattie metaboliche. I 

cereali, ed in particolare il frumento, rappresentano una risorsa ideale per apportare nuovi benefici alla 

salute umana in quanto rappresentano la maggiore fonte di energia nell’ambito della dieta umana. 

 

Negli ultimi anni, la produzione di amidi ad alto contenuto di amilosio ha suscitato particolare interesse 

a causa delle sue peculiari caratteristiche nutrizionali e tecnologiche. L’incremento del contenuto di 

amilosio è stato associato all’aumento di amido resistente nei prodotti alimentari. L’amido “resistente” 

è la frazione dell’amido, essenzialmente costituita da catene lineari di amilosio retrogradate, in grado di 

resistere all’azione degli enzimi digestivi umani e di essere fermentata dalla microflora intestinale con 

importanti benefici per la salute. Pertanto, la possibilità di produrre cibi ricchi in “amido resistente” 

costituisce una prospettiva interessante per la prevenzione di numerose malattie correlate a regimi 

alimentari errati. Inoltre, le farine con un elevato contenuto di amilosio possiedono caratteristiche 

tecnologiche superiori per la produzione di alcuni tipi di alimenti: migliorano il nervo della pasta e la 

croccantezza di alcuni prodotti da forno quali waffles e cracker senza comprometterne la palatabilità. 

 

Il primo obiettivo di questo progetto di dottorato ha riguardato la produzione di nuove linee di frumento 

duro ad elevato contenuto di amilosio attraverso una strategia di genetica inversa, chiamata TILLING. 

A tale scopo è stata identificata nuova variabilità genetica nei geni SBEIIa che codificano per un enzima 

con un ruolo chiave nella sintesi dell'amilopectina in frumento. La produzione di linee di mutanti knock-

out per tale gene è finalizzata all'ottenimento di nuovi genotipi con fenotipo "high amylose". 

 

Un indice della produttività in frumento è la resa in granella, un carattere quantitativo, sotto controllo 

multigenico, caratterizzato da una bassa ereditabilità e modulato dall’interazione genotipo-ambiente. In 

frumento, l’isolamento dei geni attraverso le mappe di clonaggio risulta difficile a causa della sua natura 

poliploide. Approcci di genomica comparativa hanno dimostrato che geni ortologhi in diverse specie 

hanno una funzione parallela nella regolazione del fenotipo fornendo così un efficace strumento per 

isolare caratteri di interesse in frumento. Nelle specie modello, molti QTL o geni associati alle rese sono 

stati isolati. Ad esempio in riso, il gene GW2 è stato identificato come un regolatore negativo della 

grandezza delle cariossidi. 
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Il secondo obiettivo di questo progetto di dottorato è stato lo studio della funzione del gene GW2 nel 

regolare la dimensione della cariosside in frumento duro. A tale scopo è stata identificata nuova 

variabilità genetica per il gene GW2 attraverso un approccio TILLING. Lo sviluppo di linee mutanti per 

tale gene è finalizzata sia a studi di genomica funzionale che alla produzione di genotipi knock-out che 

potenzialmente dovrebbero mostrare un fenotipo a seme grande. 

 

Nel corso del progetto di dottorato, un obiettivo secondario è stato quello di verificare l’efficienza 

dell’HRM genotyping come metodo di MAS in programmi di breeding. 
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3. Materiali e metodi 

3.1. Materiali vegetali 

Sono state utilizzate la cultivar di frumento duro Svevo e le varietà di frumento tenero Lankaodali e 

Rebelde. Inoltre, sono state utilizzate le linee ditelosomiche del cromoma 6 di Chinese Spring (Sears e 

Sears 1978). Nella tabella 3.1 sono riportate le informazioni relative alle accessioni dei frumenti 

utilizzati negli esperimenti di caratterizzazione del polimorfismo nella regione promotrice del gene 

GW2-A. 

Tabella 3.1. Elenco delle accessioni utilizzate per l’analisi del polimorfismo In/Del nella regione del promotore del gene GW2-

A 

 

Specie Codice  

T. urartu B2 (23), B4 (23), B5(23), B6 (23), B7(24), id 1551, id 1545  

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 20677, aus 36624, aus 36251 

T. turgidum ssp dicoccum B1 (5x), aus 35807, aus 33286, mvgb502, mvgb303,  

T. turgidum ssp. carthlicum PI 499972, PI 585017, PI 585018, PI 341800, PI 572849, PI 115816, PI 585018 

T. turgidum ssp. turanicum PI 290530, PI 184543, PI 191599, PI 192648, PI 11390, PI 278350, PI 2810530,  

T. turgidum ssp. polonicum 
PI 266846, PI 208991, PI 290512, PI 261753, PI 306549, PI 352487, PI 136617, 

PI 272564, PI 352488 

T. turgidum ssp. 

dicoccoides 

aus 35658, aus 35646, aus 21420, aus 3211 aus g 3105, mvgb 947, mvgb 4, mvgb 

1022, aus 21325, aus 21282, aus 161279, mvgb 558 

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 

Il DNA genomico è stato isolato come descritto da D’Ovidio e Porceddu (1996). Al tessuto fogliare 

polverizzato in azoto liquido sono stati aggiunti 80 μl di tampone di estrazione (100mM Tris pH 8,50mM 

EDTA pH 8, 500mM NaCl) e 16 μl di SDS 20%. Il tutto è stato omogenizzato delicatamente e incubato 

a 65°C per 10 minuti. Successivamente sono stati aggiunti 26,7 μl di acetato di potassio 5M e, dopo aver 

agitato delicatamente il campione è stato posto in ghiaccio per 20 minuti in modo da far precipitare le 

proteine denaturate. I frammenti cellulari e le proteine sono stati separati mediante centrifugazione a 

14000 rpm, il surnatante recuperato e il DNA precipitato mediante l’aggiunta di isopropanolo. Il pellet 

di DNA, così ottenuto, è stato lavato con etanolo al 70%, asciugato sotto vuoto e risospeso in 20 μl di 
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TE (Tris. Cl 10 mM pH8.0, EDTA 1 mM). A questo punto si è proceduto al trattamento con ribonucleasi 

A (1μg RNAsi per 10μg di DNA genomico) per degradare l’RNA per 10 minuti a 65°C. Il DNA estratto 

è stato conservato a 4°C.  

3.2.2. Estrazione RNA totale dalle cariossidi 

L’estrazione e la successiva manipolazione dell’RNA sono state effettuate utilizzando delle procedure 

di lavoro molto accurate, finalizzate a evitare il contatto con RNAsi presenti in tutti i materiali biologici. 

L’acqua è stata trattata over-night (o/n) con dietil pirocarbonato (DEPC), un inibitore delle RNAsi.  

Per isolare l’RNA da cariossidi immature (14 DPA) di frumento a partire da 100 mg di materiale si è 

ricorso al protocollo che prevede l’utilizzo del TRIZOL (Gibco). La distruzione dei tessuti vegetali è 

stata realizzata con l’utilizzo di mortaio e pestello in presenza di azoto liquido. La polvere ottenuta con 

tale trattamento è stata trasferita in un tubo da 2 ml precedentemente raffreddato, e mescolata con 0,5 

ml di tampone di estrazione (20 mM Tris pH 9; 200 mM NaCl; 1% Sarcosyl; 20 mM EDTA; 5 mM 

DTT) agitando vigorosamente con il vortex. In seguito, sono stati aggiunti 0,5 ml di 

fenolo/cloroformio/IAA (25:24:1) agitando con il vortex. I campioni sono stati centrifugati a 4°C per 5 

minuti a 5000 rpm. Il surnatante (circa 300 μl) è stato recuperato, e posto in una nuovo micro tubo al 

quale sono stati aggiunti 1 ml di Trizol e 0,4 ml di cloroformio/IAA (24:1) agitando vigorosamente con 

il vortex. Il campione è stato centrifugato a 5000 rpm per 10 min a 4°C fase acquosa risultante viene 

recuperata e trasferita in un nuovo tubo. Per purificare il campione un lavaggio con 1ml di 

cloroformio/IAA, seguito da centrifugazione a 5000 rpm per 10 minuti a 4°C. La fase superiore è stata 

trasferita in una nuova provetta. La precipitazione dell’RNA è stata effettuata aggiungendo 2 volumi di 

etanolo al 100% e 1/10 del volume di acetato di sodio (3M) pH 5.2 seguita da un’incubazione di 30 min 

a-80°C e successiva centrifugazione a 10000 rpm per 10 min a 4°C. Il supernatante è stato rimosso 

procedendo al lavaggio del pellet con 1 ml di etanolo 70%. Il pellet è stato lasciato seccare all’aria sotto 

cappa per 5-10 minuti e risospeso in 50 μl di H2O DEPC, con l’aggiunta di 0,1 μl di inibitore di RNAsi.  

3.3.  Separazione degli acidi nucleici con elettroforesi su gel di agarosio  

L’identificazione e la separazione dei frammenti di DNA è stata eseguita mediante elettroforesi su gel 

d’agarosio all’0.8%, 1,2% ed al 2% in TBE 0,5x (Tris-borato-EDTA) con l’aggiunta di una soluzione 

di bromuro di etidio (0,5 μg/ml). Le separazioni elettroforetiche sono state condotte ad un voltaggio 

massimo di 80V per migliorare la separazione dei frammenti.  

3.4. Metodi per l’isolamento di frammenti genici  

3.4.1. Amplificazione PCR  

Le reazioni di amplificazione mediante PCR (Polymerase Chain Reaction), sono state eseguite a partire 

da 50-100 ng di DNA genomico in un volume finale di 50 μl. La miscela di reazione è costituita da 1X 

GoTaq® Hot Start Colorless Master e 50-100 pmoli di ogni oligonucleotide. Quando non indicato 
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differentemente, le condizioni di amplificazione sono state le seguenti: 1 ciclo iniziale di 2 min a 95°C 

seguito da 40 cicli di denaturazione 1 min a 95°C, annealing 1 min a 60-67°C, estensione 1-4 min (a 

seconda della lunghezza del frammento da amplificare) a 72°C con un ultimo ciclo di estensione 

allungato a 5 min. 

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

L’isolamento dell’intera regione codificante del gene SBEIIa-B è stata ottenuta tramite PCR attraverso 

l’utilizzo dei primer riportati in tabella 3.2 producendo 5 frammenti. I frammenti sono stati analizzati 

per elettroforesi sul gel d’agarosio all’1% purificati e sottoposti a sequenziamento. Ogni amplicone è 

stato sequenziato con gli oligonucleotidi foward e reverse utilizzati per la rispettiva l’amplificazione. 

Per il sequenziamento dei frammenti 3 e 5 sono stati utilizzati ulteriori primer riportati in tabella 3.3. 

Tabella 3.2. Coppie di oligonucleotidi allele specifici utilizzate per l’isolamento del gene SBEIIa-B 
 

Amplicone Sequenza (5’-3’) Sequenza (5’-3’) Bp 
T.  

annealing 

1 CGTTGCTCCCCCTTCTCATCGC AGACTAGTGGAGGCGTT 1695 61 

2 ATGTGGTGGATGGGTTATGG TCCATAGAATAAACCATCAGACCG 1970 63 

3 CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA ACCGAAGTCAAGCTCCTCACTC 1740 61 

4 CAAAGGAGGGAGTGAGGAGCTTG GCGCCATGTACAATATCCAG 1920 61 

5 CTTTGAAGCTGTGAGCTGTTGGTACTTAG TTTCCCAACAAGCTACCTATCCAT 2900 61 

 

 

Tabella 3.3. Oligonucleotidi utilizzati per il sequenziamento del gene SBEIIa-B 
 

Amplicone Sequenza (5’ - 3’)  

3 ACAATACTTAGAGGATGCAATCTGA 

5 

GTGCTGTAAGCATTGATCCGACAC 

AGAGTTATTGATCATTAAG 

 

3.4.3.  Metodo per l’isolamento dei frammenti genici GW2  

Le sequenze parziali dei due omeoalleli GW2 di frumento duro sono state ottenute attraverso 

l’amplificazione di due frammenti A1 e A2 per il genoma A e di B1 e B2 per il genoma B attraverso un 

approccio gene walking. I primer riportati nel lavoro di Su et al. (2011; Tabella 3.4) sono stati impiegati 

per amplificare i frammenti A1 e B1. Gli amplificati PCR sono stati analizzati su gel di agarosio 0,8%, 

purificati e sottoposti a sequenziamento. Le sequenze ottenute sono state allineate con il programma 

GENEIOUS 5.6 (www.geneious.com), che ha permesso di rivelare poliformismi utili per disegnare i 
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primer forward necessari per amplificare i frammenti 2A e 2B. Gli oligonucleotidi reverse sono stati 

disegnati sulla base dell’intera sequenza di cDNA del gene TaGW2 disponibile in banca dati (TaGWA 

genbank acc. JN896622, TaGWB genbank acc. JN896623). Primer 3 (http://frodo:wi.mit.edu) è stato 

utilizzato per il disegno degli oligonucleotidi. 

Gli amplificati PCR sono stati analizzati su gel di agarosio 0,8%, purificati e sottoposti a 

sequenziamento. Sulla base della sequenza ottenuta, sia per il gene del genoma A che per quello del 

genoma B, è stato possibile disegnare ulteriori oligonucleotidi (Tabella 3.5) che hanno permesso di 

sequenziare completamente i frammenti A2 e B2. 

La sequenza parziale dell’ottavo esone è stata ottenuta attraverso l’amplificazione di due frammento 

specifici per ogni omeoallele, utilizzando i primer foward riportati nel lavoro Bednarek et al. (2012) e i 

primer reverse riportati nel lavoro di Yang et al. (2012). 

 

Tabella 3.4. Coppie di primer utilizzate per il parziale isolamento del gene GW2. 
 

Amplicone 
Oligo 

forward 
Sequenza (5’-3’) 

Oligo 
reverse 

Sequenza (5’-3’) bp 

1A HAP-6A-P1F CGTTACCTCTGGTTTGGGTCGTG HAP-6A-P1R CACCTCTCGAAAATCTTCCCAATTA 949 

2A Gw532A-F GAGATCACATATTCGCTTAGAGG Gw-NEW-R GAATGGAAAGACCGCATGTT 3256 

1B TaGW2-6B-F GTGGTGAACATAGCAAATTGATTACAT TaGW2-6B-R TTGCGTAGCTTCTTCTGGTCGATAT 1275 

2B Gw532B-F GGATCACGTATTTGCTTGGAT Gw2-500-R AGTATGCCTAGAATGGAAAGACC 3264 

Esone 8 A GwFra_AF AGGAAATCCTTCTTGTGGGAGC TaGw_AS_R3 ACAACCATGCCAACCCTTGC 548 

Esone 8 B GwFra_BF AATCCTGCTTGTGGGAGT TaGw_AS_R3 ACAACCATGCCAACCCTTGC 544 

 

Tabella 3.5. Primer utilizzati per il sequenziamento dei frammenti PCR 2A e 2B 
 

Oligo Sequenza (5’-3’) 

Gwseq1F GCTGTGTTGTCGTCGAGTGT 

Gwseq2F TTGCATTTGTTCTGCCGTAG 

Gwseq3R GCACTCTGCAAAATACCAAACA 

 

3.4.4. Disegno di oligonucleotidi allele specifici (AS-PCR) per discriminare il polimorfismo 
In/Del nella regione del promotore del gene GW2-A 

La regione polimorfica di interessa è stata amplificata tramite AS-PCR utilizzando gli oligonucleotidi 

riportati in tabella 3.6. Gli ampliconi sono stati analizati per elettroforesi su gel d’agarosio all’1,5%. 
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Tabella 3.6. Coppia di oligonucleotidi utilizzati per la AS-PCR. 
 

Oligo-

Foward Sequenza (5’-3’) 

Oligo-

Reverse Sequenza (5’-3’) 

T. 

annealing 

GW2-A532F GAGATCACATATTCGCTTAGAGG GW2-Adel GCGCCGCCTCACTGTAGATA 61 

 

3.4.5. Retrotrascrizione dell’RNA 

Circa 1µg di RNA, dopo essere stato sottoposto al trattamento con DNAsi, è stato retrotrascritto a cDNA 

usando il kit QuantiTect Reverse Trascription (Quiagen) secondo il protocollo riportato nel manuale. 

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

L’analisi di espressione quantitativa Real-Time PCR (qRT-PCR) è stata effettuata attraverso l’utilizzo 

dello strumento iCycler (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA1, USA). Per ogni campione è stata 

effettuata una replica biologica e tre repliche tecniche La reazione di amplificazione sono state eseguite 

con 1µl di cDNA in un volume finale di 20 µl. La miscela di reazione è costituita da 500nM di ogni 

oligonucleodidi e da 1x della iQ™ SYBR Green Supermix 2X (BIO-RAD) contenente il buffer, i dNTPs 

ed il fluoroforo SYBR Green I. Le condizioni di amplificazioni sono state le seguenti: 1 ciclo iniziale di 

15 min a 95°C seguito da 40 cicli di denaturazione 30s a 95°C, annealing 1 min a 60°C, estensione 1 

min. L’espressione relativa è stata determinata attraverso il metodo 2-ΔΔCT (Livak e Schmittgen 2001; 

Applied Biosystems User Bulletin No. 2-P/N 4303859). Il calcolo e l’analisi statistica è stata effettuata 

attraverso il programma Gene Expression Macro™ Version 1.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA). Come gene housekeeping è stata utilizzata la Gliceraldeide-3-Fosfato-Deidrogenasi (GAPDH). 

Gli oligonucleotidi utilizzati sono riportati in Tabella 3.7. 

Tabella 3.7 Coppie di oligonucleotide utilizzati nell’esperimento di qRT-PCR 
 

Oligo 

Foward 
Sequenza (5’-3’) 

Oligo 

Reverse 
Sequenza (5’-3’) 

GAPDHFw CAACGCTAGCTGCACCACTAACT GAPDHR GACTCCTCCTTGATAGCAGCCTT 

SBEIIa-AF ACCAGTATGTTTCACGGAAACAC SBEIIa-AR CACCTTGTACTTCCCAGGCC 

SBEIIa-BF ATATCGTGGTATGCAAGAGTTCGAC SBEIIa-BR CAAGAAAGAGCGCGGCCTA 

 

3.4.7. Estrazione e purificazione dei frammenti di DNA da gel di agarosio  

I frammenti di DNA estratti dal gel di agarosio sono stati purificati utilizzando il kitWizard® DV Gel 

and PCR Clean-Up System della Promega. La porzione di gel contenente il frammento di DNA da 

purificare, è stata tagliata con una lama da bisturi sterile e trasferita in un tubo da microcentrifuga. Dopo 

aver pesato la frazione di gel recuperata, sono stati aggiunti 100 μl dell’apposito tampone (Membrane 

Binding Solution) per ogni10 mg del frammento di gel. Il contenuto del microtubo è stato miscelato 
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vigorosamente utilizzando il vortex e poi, al fine di far sciogliere il gel, è stato incubato a 60°C per 10-

15 minuti. Una volta sciolto, il campione è stato caricato su una colonna di affinità (SV Minicolumn) 

posta su un microtubo, ed è stato incubato a temperatura ambiente per un minuto e subito dopo 

centrifugato per 30 secondi a 14000 rpm, in modo da far legare il DNA alla membrana della colonna. 

Quest’ultima è stata poi lavata con 500 μl di un apposito tampone (Membrane Wash Solution), 

contenente etanolo, che è stato subito rimosso con una centrifugazione di 30 secondi a 14000 rpm. 

Questa centrifugazione è stata ripetuta una seconda volta per rimuovere eventuali residui di etanolo 

presenti nel Membrane Wash Solution. Il DNA è stato quindi eluito dalla colonnina mediante l’aggiunta 

di acqua sterile distillata seguita da incubazione a temperatura 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 è stato utilizzato il servizio commerciale della Eurofins MWG 

(Germania).  

3.5. TILLING  

3.5.1. Generazione dei pool di DNA 

Il DNA genomico delle singole piante M2 è stato diluito nella concentrazione finale di 5 ng/µl. ed 

impiegato per la produzione di pool in piastre PCR da 96 pozzetti; in ciascun pozzetto sono stati 

miscelati, in rapporto 1:1, i DNA genomici isolati da due distinti individui. La concentrazione finale del 

DNA genomico in ciascun pozzetto è 2 ng/μl in un volume di 5μl.  

3.5.2. Amplificazione allele specifici per i geni di interesse 

L’analisi TILLING dei geni SBEIIa-A e SBEIIa-B è stata effettuata con l’utilizzo dei primer riportati nel 

lavoro di Botticella et al 2011 (Tabella 3.7; 3.8). Per l’analisi dei geni GW2, sono state allineate le 

sequenze dei due genomi A e B per identificare polimorfismi nella regione genica maggiormente idonea 

per l’analisi TILLING. Le coppie di oligonucleotidi sono state disegnate con il programma Primer 3 

(Tabella 3.5; 3.7) e sono state validate per PCR sulle linee ditelocentriche 2AS, 2BS e 2DS di Chinese 

Spring. 

1th round PCR  

Le amplificazioni PCR sono state condotte in un volume finale di 10 μl utilizzando 10 ng di DNA 

genomico, 5μl GoTaq® Hot Start Colorless Master, 0,5 μl di ciascun oligonucleotide (20 μM). La 

soluzione è stata quindi ricoperta con 10 μl di olio minerale (Sigma-Aldrich). Le condizioni di PCR 

utilizzate sono state le seguenti: denaturazione iniziale a 95°C per 2 min; 40 cicli a 95°C per 30 s, 62°–
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67°C per 30 s e 72°C per 1,8-2,3 min; step di estensione finale 72°C per 10 min. Gli oligonucleotidi 

utilizzati sono riportati in tabella 3.8 per i geni SBEIIa e in tabella 3.9 per il gene GW2 

 

Tabella 3.8. Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle amplificazioni allele specifiche dei geni SBEIIa (Botticella et al. 2011) 

Amplicone Oligo-fowars (5’-3’) Oligo-reverse (5’-3’ ) 
T.  

annealing 

Dimensioni  

(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) ATGTGGTGGATGGGTTATGG TCCATAGAATAAACCATCAGACCG 63 1970 

 

Tabella 3.9. Coppie di oligonucleotidi utilizzate nelle amplificazioni allele specifiche dei geni GW2 

Amplicone Oligo-fowars (5’-3’) Oligo-reverse (5’-3’ ) 
T.  

annealing 

Dimensioni  

(bp) 

A GCAGCATTCCAAACTCCATCT ATGAATTTGTCCAACAATATGAGCTTC 63 2023 

B AAGCAGCATTCCAATTGATGG TCCCTGCTTTTAGAGTAGCTGTCATCTG 64 2146 

 

2th round PCR  

Le amplificazioni PCR sono state condotte come descritto nel paragrafo precedente e sono state allestite 

in piastre PCR da 96 pozzetti Frame-Star® (4titude® Ltd, Surrey, UK). Una diluizione 1:60 

dell’amplicone della 1th round PCR è stato utilizzato come DNA stampo. Alla reazione PCR è stato 

aggiunto il fluoroforo LCGreen Plus Dye (IdahoTechnology Inc.). 

Le condizioni di PCR utilizzate sono state le seguenti: denaturazione iniziale a 95 °C per 2 min; 40 cicli 

a 95°C per 20 s, 60°C per 20 s e 72°C per 20 s; step di estensione finale 72°C per 10 min; 95°C per 30 

s; 25°C per 1 min. La soluzione è stata ricoperta con 10 μl di olio minerale. L’ultimo step di 

denaturazione e rinaturazione è stato eseguito per aumentare l’efficienza del processo di formazione 

degli eteroduplex. Le temperature di annealing ottimali sono state determinate per ogni coppia di 

oligonucleotidi attraverso una PCR in gradiente. Gli oligonucleotidi utilizzati sono riportati in tabella 

3.10 per i geni SBEIIa e 3.11 per il gene GW2. 
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Tabella 3.10. Coppie di oligonucleotidi utilizzate 2th round PCR dei geni SBEIIa 
 

Amplicone Esone Oligo-fowars (5’-3’) Oligo-reverse (5’-3’) 
Dimensioni  

(bp) 

SBEIIa-A 

2 CCACTGACCGACTCACT GGTGAAGAGGCGCATACA 215 

3 CCACTGACCGACTCACT TGAAGATTTCCCGGCACG 156 

4 TGGTTTCGTTAGTCTGCTCT TGAGCGAAAGTAGCGGG 313 

5 TTTGGGTATGCCTCCGT TGAGCGAAAGTAGCGGG 163 

6 TTGCTCTAAATTTATGATCTGGCT AGGTGGAAGATTGCCAAG 153 

7 TTGCTCTAAATTTATGATCTGGCT GCTACATGCTCAACTAAATAATTGG 152 

8 CTCTGCCCACTAAGGGT AAATTTCATTTAATAATGTAATGGAGATCG 204 

9 CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA ACCAGAAACAGGTGAAATAACT 157 

10 ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA GGTGAAGAGGCGCATACA 212 

11 ACAATACTTAGAGGATGCATCTGA ACCAGATAAACAGTAAAGCAGC 223 

12 GTTGCATTGCTTCATCAATGATT CAAATATGGTGACAGAAGTCAGAG 237 

13 GTTGCATTGCTTCATCAATGATT CATAGCAATTATTTCAGTGCCCT 266 

SBEIIa-B 

4 AACACACTGCTAAATTTGAATGAT AGACTAGTGGAGGCGTT 190 

5 TGCTGAAGGTATCATCTAATTGC TGACCATTAACAATAGATTAGAAGGTG 159 

6 CAGTTACTCTAAATTTATGATCTGGCT AGGTGGAAGATTGCCAAG 134 

7 CCTATTGATGCCGATATTTGATATG TCCTCGACTAAATAATTGGCCAG 152 

8 AACTCTGCCTACTAAGGGT ACACTGGAAATTCCATTTAATAATGTAAC 204 

9 CCTTTTGTGACCATTTACTAAGGATA CCGGAAACAGGTGAAATAACT 157 

 

Tabella 3. 11. Coppie di oligonucleotidi utilizzate 2th round PCR dei geni GW2 
 

Esone Oligo forward (5’-3’) Oligo reverse (5’-3’) 
T° 

annealing. 

Dimensioni  

bp 

2 CCTGTCCTAAAAAATGCATGTT TAACAAGTAACACACAATCACTGG 60 143 

3 TAGGTGCAAATTTCCTTACATGTC CAGGATATTTGAAACAAGAACAGAGA 60 127 

4 GGGCCTTGTCAATTCTCAC AGTAATGAATTTGGCTTTCTAATATCAAC 60 185 

5 TGTTGATATTAGAAAGCCAAATTCATTTAC CAGATTAAACTACAGAAAAATTGACATTAT 60 259 

6 CGACAAATGTACACATTTAATAATGTCAA CATAAAACAACATACCAAGTATGATGGA 60 214 

 

3.5.3. Analisi HRM 

Le piastre PCR sono state brevemente centrifugate e quindi sottoposte all’analisi HRM utilizzando lo 

strumento LightScanner (Idaho Technology, Inc.). I campioni sono stati riscaldati in un intervallo di 

temperatura variabile tra 70°C e 99°C. La denaturazione degli ampliconi comporta il rilascio 

dell’LCGreen e lo strumento registra la diminuzione dell’emissione di fluorescenza all’aumentare delle 

temperatura. I dati ottenuti sono stati analizzati utilizzando il software LightScanner®. La 

normalizzazione e la determinazione dell’intervallo di temperatura delle curve di melting sono state 

eseguite secondo le istruzioni riportate nel manuale dello strumento. Sono stati utilizzati due diversi 

modi di visualizzare i dati: le curve di melting normalizzate (F/T) e le curve differenziali (ΔF/T). Le 

curve di melting normalizzate mostrano il cambiamento dei valori di fluorescenza, in ogni campione, 

durante la denaturazione dei prodotti PCR all’aumentare della temperatura. Le curve differenziali 
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mostrano la differenza relativa di fluorescenza di ciascun campione rispetto ad un campione di 

riferimento. In accordo con il manuale dello strumento, valori di ΔF di 0,05 sono stati considerati 

significativi e i campioni corrispondenti putativi mutanti. 

I due genotipi putativi mutanti, costituenti il pool, sono stati sequenziati per identificare quale dei due 

contiene lo SNP. La scelta dei primer usati nel sequenziamento si è basata sul criterio di copertura di 

tutto l’esone includendo i siti di splicing. 

3.6. HRM genotyping 

HRM genotpyng è stato utilizzato per la genotipizzazione delle mutazioni d’interesse all’interno di una 

popolazione segregante. Per ogni mutazione analizzata è stata effettuata una prima PCR per produrre 

frammenti allele specifici, come descritto per il TILLING. Gli ampliconi della prima PCR sono stati 

diluiti 60 volte ed 1 µl è stato utilizzato come templato per una seconda PCR (vedi paragrafo 3.5.2). Gli 

oligonucleotidi per la Nested-PCR sono stati disegnati adiacenti allo SNP da analizzare ed amplificano 

piccoli ampliconi (50-100bp). L’analisi HRM è stata condotta come descritto precedentemente. Per lo 

studio delle curve di melting è stato utilizzato il programma Amplicon genotyping dello strumento 

LightScanner. Gli oligonucleotidi specifici per il polimorfismo analizzato sono riportati in tabella 3.12. 

Tabella 3.12. Oligonucleotidi utilizzati per la genotipizzazione 

 
 
3.7. Metodi per la determinazione delle proprietà chimico fisiche dell’amido 

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

La metodica descritta di seguito è utilizzata per l’isolamento dell’amido da quantità relativamente 

piccole (25g) di sfarinato di frumento.  

La metodica consiste di cinque fasi:  

1) Formazione dell’impasto a partire dallo sfarinato (60% circa di acqua).  

2) Separazione dell’amido dal glutine attraverso ripetuti lavaggi in fase acquosa dell’impasto.  

Gene Mutazione 1th round PCR (5’-3’) Nested-PCR (5’-3’) 

SBEIIa-A SBEIIa-A- Fw-GTTCGAAAATGCTACATGCTCA Fw-TGGCACTGATACACATTACTTCCAC 

Rv-GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC Rv-ACATACTTCCCAACTCCCATAGTT 

SVEMS_1433 Fw-GTTCGAAAATGCTACATGCTCA Fw-ATAATGGCAATCCAGGAGCA 

Rv-GGGAACTATCTAAGACTCCGTAGCAC Rv-TGAAGAGGCGCATACAGAAA 

SBEIIa-B SBEIIa-B- Fw-ATGTGGTGGATGGGTTATGG Fw-CCATCTGGTGTGAAGGATTCG 

Rv-TCCATAGAATAAACCATCAGACCG Rv-CACCTGGAGCCTGCACAGA 

GW2-B GW2-B_G188E Fw-AAGCAGCATTCCAATTGATGG Fw-CTTACAATTTACTATGTTCGTTGCAGT 

Rv-TCCCTGCTTTTAGAGTAGCTGTCATCTG Rv-GTTAGCCTGAGCAGAACATGAAG 

Gw2-B_P69L Fw-AAGCAGCATTCCAATTGATGG Fw-TCCCTGTCCTAAAAAATGCATG 

Rv-TCCCTGCTTTTAGAGTAGCTGTCATCTG Rv-CTGTACATATCCCTTTCGAGCAAC 
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3) Sedimentazione dell’amido attraverso ripetuti passaggi di centrifugazione.  

4) Eliminazione dello strato superficiale di colore grigio-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 cariosside come descritto da Zhao e Sharp (1996) con alcune 

modifiche. Le mezze cariossidi senza embrione sono state macinate in mortaio e lo sfarinato posto in 

provette contenenti 1 ml di H2O. I campioni sono stati lasciati a 4°C per tutta la notte. Il giorno seguente 

i campioni sono stati agitati sul vortex, centrifugati per cinque minuti a 13,000 rpm eliminando il 

surnatante. Al pellet sono stati aggiunti, per due volte, 300 μl di H2O, il tutto è stato mescolato in modo 

da rompere tutti gli eventuali grumi, e lasciato sedimentare per un minuto. I granuli d'amido così portati 

in sospensione sono stati stratificati su 1 ml di NaCl 5 M (Mohammadkani et al. 1999), centrifugati per 

cinque minuti a 13,000 rpm eliminando successivamente il surnatante. Ogni campione è stato lavato per 

due volte con 1 ml di un tampone composto da Tris-HCl 55 mM pH6. 8;2. 3% SDS; 1 % ditiotreitolo 

(DTT) e 10% glicerolo, e per tre volte con 1 ml di H2O. Ad ogni passaggio è stato agitato su vortex, 

centrifugato per cinque minuti a 13,000 rpm eliminando il surnatante. Infine è stato aggiunto 1 ml di 

acetone allontanando il surnatante dopo centrifugazione a 13,000 rpm per 10 minuti. I granuli di amido 

così isolati sono stati lasciati seccare per circa un'ora all'aria, e conservati poi a -20°C. 

3.7.3. Determinazione dell’amilosio 

La determinazione del contenuto di amilosio è stata eseguita attraverso una versione modificata del 

metodo di Chrastil et al. (1987).  

Estrazione dei lipidi  

15 mg di amido purificato di ciascun campione (in tre repliche) sono stati immersi in una soluzione 

acquosa all’85% di metanolo e tenuti in un bagnetto alla temperatura di 60°C per 30 min; i campioni 

sono stati vortexati ad intervalli di tempo di 5 min per favorire la solubilizzazione di lipidi. I campioni 

sono stati centrifugati, in tubi di vetro pyrex, a 2,500 g. Il solvente è stato rimosso delicatamente 

utilizzando una pipetta da 1ml; alla fine è stata utilizzata una siringa da 1 ml con ago facendo attenzione 

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

Solubilizzazione dell’amido.  

I campioni lipid free sono stati solubilizzati in 2 ml di NaOH e 4 ml di H2O e tenuti in un bagnetto alla 

temperatura di 95°C per 30 min; i campioni sono stati mescolati con il vortex ad intervalli di tempo di 

2 min per favorire la completa solubilizzazione dell’amido.  

Determinazione dell’amilosio  

Di ogni replica 0,1 ml sono stati trasferiti in un nuovo tubo contenente 5 ml di TCA 0, 5% (acido tricloro 

acetico). Sono state prodotte due repliche per ciascun campione.  
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Le soluzioni sono state agitate con il vortex; in ciascun campione sono stati aggiunti 0,05 ml di una 

soluzione 0,01N I2-KI. I campioni sono stati nuovamente agitati in vortex. Dopo 30 min è stata misurata 

l’assorbanza a 620 nm. Come bianco è stata utilizzata H2O distillata e amido purificato waxy all’0% di 

amilosio. Per ciascun campione sono state utilizzate due repliche. 

Retta di taratura  

Un campione di 15 mg di amilosio puro di patata (Sigma Aldrich) e un campione di 15 mg di amido 

waxy purificato (da frumento duro o tenero) sono stati processati come descritto sopra.  

È stata quindi generata una retta di taratura utilizzando diverse miscele dei campioni di amilosio e di 

amido waxy come descritto in tabella 3.8. I valori delle percentuali di amilosio di ciascun campione sono 

stati determinati utilizzando l’equazione della retta e calcolando le opportune medie. 

 

Tabella 3.8. Descrizione della retta di taratura utilizzata per le determinazioni del contenuto di amilosio. 

 

% Amilosio totale Volume Amilosio (µl) Volume waxy (µl) H2O 

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 è stata predetta attraverso l’utilizzo del programma bioinformatico 

GORIV disponibile in rete (Garnier et al. 1996). 

3.8.2. Analisi filogenetica della proteina GW2 

Le sequenze delle proteine omologhe GW2 in diverse specie di graminacee sono state ricercate e 

scaricate al sito NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Il multiallineamento di tali sequenze è stato 

eseguito con ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) ed utilizzato per generare l’albero 

filogenetico consenso attraverso il software Geneious R7 (http://www.geneious.com/) usando 

rispettivamente Jukes-Cantor e Neighbor-Joining come modello di distanza genetica e metodo per la 

costituzione dell’albero. L’analisi filogenetica è stata eseguita in accordo a 1000 repliche bootstrap. Le 

sequenze proteiche utilizzate per il multiallineamento e l’analisi filogenetica sono riportate in tabella 

3.13. 
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Tabella 3.13 Informazioni delle proteine omologhe GW2 utilizzate per l’analisi filogenetica. 
 

Nome proteina Codice GenBank Lunghezza proteina (aa) Specie 

TuGW2 -* 424 T. urartu 

TaGW2-A AFU88754.1 424 T. aestivum 

TaGW2-B AFU88755.1 424 T. aestivum 

OsGW2-I ABO31101.1 425 O. sativa Indica 

OsGw2-J NP_001046414.1 423 O. sativa Japonica 

ZmGw2-ch.4 AFW65938.1 430 Z. mais 

ZmGW2-ch.5 AFW71120.1 428 Z. mais 

BdGW2 XP_003571977.1 424 B. distachyon 

HvYrg1 ABY51682.1 424 H.vulgare 

SbGW2 XP_002453598.1 428 S. bicolor 

SiGW2-1 XP_004951329.1 429 S. italica 

SiGW2-2 XP_004951330.1 428 S. italica 
 

* Sequenza ottenuta dal genome draft di 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 “Società Produttori Sementi S.p.A.” (PSB, Bologna, Italia), nell'ambito 

del progetto AGER (Agroalimentare e Ricerca) “FROM SEED TO PASTA - Multidisciplinary 

approaches for a more sustainable and high quality durum wheat production” è stata sviluppata una 

popolazione mutagenizzata di frumento duro. Circa ventimila semi della cultivar Svevo sono stati trattati 

con una soluzione di EMS (Figura 4.1). Le 4766 piante M1 risultanti dal trattamento sono state allevate 

in serra e attraverso il metodo di selezione SSD (Single Seed Descent) sono state ottenute 3996 piante 

M2. Da tali individui è stato estratto il DNA genomico che è stato utilizzato per le successive analisi 

genetiche mediante l'approccio TILLING. Delle piante M2, 1214 sono risultate sterili o sono morte nelle 

fasi iniziali di sviluppo, mentre 181 hanno prodotto meno di quattro semi e non sono state fatte avanzare 

alla generazione M3 (Bovina et al. 2014). Durante la stagione 2012 sono state allevate 2601 famiglie M3 

2300 in pieno campo e 301 in camera di crescita. In totale, 117 famiglie (4,9%) hanno mostrato un 

fenotipo letale e non hanno raggiunto la generazione M4. Le rimanenti 2484 famiglie M4 sono state 

raccolte, campionate e caratterizzate a livello fenotipico per diversi caratteri, come la morfologia della 

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

 

 
 

Figura 4.1. Schema dello sviluppo della popolazione TILLING di frumento duro cv Svevo. Tratto da Bovina et al. (2014). 
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4.2. Caratterizzazione genetica della popolazione TILLING di frumento duro 

Lo screening molecolare della popolazione TILLING è stato effettuato su pool di DNA genomico 

composti da due individui M2. La scelta di costituire dei pool di tale entità è stata effettuata considerando 

l’elevato tasso di mutazione solitamente associato a popolazioni di specie poliploidi mutagenizzate con 

EMS (Slade et al. 2005). Inoltre nel TILLING, l’utilizzo di pool composti dal DNA di almeno due 

individui è funzionale all’individuazione di SNP attraverso la formazione di una molecola eteroduplex 

tra il filamento a singola elica dell’amplicone wt ed il corrispondente del genotipo mutante. La tecnica 

HRM è stata utilizzata per l’individuazione delle mutazioni puntiformi attraverso il confronto dei profili 

di denaturazione degli ampliconi generati per PCR sulle regioni target del gene di interesse. La 

lunghezza ottimale dei prodotti PCR analizzati tramite HRM è compresa tra 50 e 500 bp. Tali frammenti 

sono stati prodotti attraverso una strategia di Nested-PCR a partire da ampliconi genoma-specifici più 

estesi.  

Lo screening della popolazione TILLING è stato condotto per due geni target: SBEIIa e GW2, 

rispettivamente coinvolti nella via biosintetica dell’amido e nella regolazione delle dimensioni della 

cariosside. 

4.3. Identificazione di nuove varianti alleliche nei geni SBEIIa  

Il frumento duro, essendo tetraploide, ha due omeoalleli SBEIIa. Con lo scopo di individuare mutazioni 

puntiformi nei due geni SBEIIa-A e SBEIIa-B, la popolazione TILLING di frumento duro è stata 

analizzata attraverso l’utilizzo dell’HRM. Il programma CODDLE (www.proweb.org/coddle/) è stato 

utilizzato per determinare le regione dei due omeoalleli SBEIIa più adatte all’analisi TILLING, in 

termini di probabilità di individuare mutazioni deleterie. Questo programma fornisce indicazioni 

sull’effetto delle mutazioni missenso in base alle informazioni presenti nelle banche dati e sul grado di 

conservazione delle posizioni amminoacidiche nella sequenza della proteina d’interesse. Il programma 

CODDLE necessita come “input” sia la sequenza genica del gene target sia quella proteica, e si basa 

sulla conoscenza del tipo di transizione indotta dal trattamento con l’agente EMS (G→A e C→T). Con 

l’analisi CODDLE sono state identificate le regioni interessate dalla presenza dei tre domini conservati, 

indicati con le sigle IPB004193, IPB006048 e IPB006589 e corrispondenti rispettivamente al dominio 

N-terminale caratteristico della famiglia degli enzimi glicoside-idrolasi, al dominio C-terminale e al 

sottodominio catalitico dell’α-amilasi. In figura 4.2 sono rappresentate le regioni conservate dei tre 

blocchi all’interno della sequenza amminoacidica dell'enzima SBEIIa-A; l’analisi dell'enzima SBEIIa-

B ha dato un risultato identico.  
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M   A   T   F   A   V   S   G   A   T   L   G   V   A   R   P   A   G    . 18 
A   G   G   G   L   L   P   R   S   G   S   E   R   R   G   G   V   D      36 
L   P   S   L   L   L   R   K   K   D   S   S   R |    A   V   L   S       53 
                            IPB006048H (8.7e-05) IC 2.48 
R   A   A   S   P   G   K   V   L   V   P   D   G   E   S   D   D   L      71 
A   S   P   A   Q   P   E   E   L   Q   | I   P   E   D   I   E   E        88 
Q   T   A   E   V   N   M   T   G   G   T   A   E   K   L   E   S   S      106 
E   P   T   Q   G   I   V   E   T   I   T   D   G   V   T   K   G   V      124 
K   E   L   V   V   G   E   K   P   R   V   V   P   K   P   G   D   G      142 
Q   K   I   Y   E   I   D   P   T   L   K   D   F   R   S   H   L   D      160 
Y   R  |   Y   S   E   Y   R   R   I   R   A   A   I   D   Q   H   E       177 
G   G   L   E   A   F   S   R   G   Y   E   K   L   G   F   T   R   S  |   195 
                       IPB004193A (4.0e-09) IC 1.56 
   A   E   G   I   T   Y   R   E   W   A   P   G   A   H   | S   A   A     212 
L   V   G   D   F   N   N   W   N   P   N   A   D   T   M   T   R   | D    230 
  D   Y   G   V   W   E   I   F   L   P   N   N   A   D   G   S   P        247 
A   I   P   H   G   S   R   V   K   | I   R   M   D   T   P   S   G        264 
V   K   D   S   I   S   A   W   I   K   F   S   V   Q   A   P   G   E      282 
I   P   F   N   G   I   Y   Y   D   P   P   E   E   | E   K   Y   V        299 
                                    IPB004193B (1.5e-10) IC 1.44 
F   Q   H   P   Q   P   K   R   P   E   S   L   R   I   Y   E   S   H      317 
I   G   M   S   S   P   | E   P   K   I   N   S   Y   A   N   F   R        334 
    IPB006589A (1.2e-08) IC 1.11 
D   E   V   L   P   R   I   K   R   L   G   Y   N   A   V   Q   I   M      352 
            IPB004193C (4.0e-20) IC 1.30 
A   I   Q   E   H   S   Y   Y   A   S   F   G  |   Y   H   V   T   N       369 
F   F   A   P   S   S   R   F   G   T   P   E   D   L   K   S   L   I      387 
            IPB004193D (3.2e-12) IC 2.55 
D   R   A   H   E   L   G   L   L   V   L   M   D   I   V   H   S  |       404 
H   S   S   N   N   T   L   D   G   L   N   G   F   D   G   T   D   T      422 
                                                IPB004193E (2.6e-05) IC 2.28 
H   Y   F   H   G   G   P   R   G   H   H   W   M   W   D   S   R   L      440 
F   N   Y   G   S   W   E   | V   L   R   F   L   L   S   N   A   R        457 
ttc aac tat ggg agt tgg gaa | gta ttg aga ttc tta ctg tca aac gcg aga      1371 
IPB004193E (1.6e-15) IC 2.28 
W   W   L   E   E   Y   K   F   D   G   F   R   F   D   G   V   T   S      475 
M   M   Y   T   H   H   G   L   Q   | M   T   F   T   G   N   Y   G        492 
E   Y   F   G   F   A   T   D   V   D   A   V   V   Y   L   M   L   V      510 
N   D   L   I   H   G   L   Y   P   D   A   V   S   I   G   E   D   | V    528 
                                                      IPB004193F (6.7e-05) IC 1.07 
  S   G   M   P   T   F   C   I   P   V   P   D   G   G   V   G   F        545 
D   Y   R   L   H   M   A   V   A   D   K   W   I   E   L   L   K  |       562 
Q   S   D   E   S   W   K   M   G   D   I   V   H   T   L   T   N   R      580 
                            IPB006589D (6.3e-06) IC 1.17 
R   W   L   E   K   C   V   T   Y   A   E   S   H   D   Q   A   L   V      598 
G   D   K   T   I   A   F   W   L   M   D   K   | D   M   Y   D   F        615 
M   A   L   D   R   P   S   T   P   R   I   D   R   G   I   A   L   H      633 
                                IPB004193F (2.4e-07) IC 1.07 
K   M   I   R   L   V   T   M   G   L   G   G   E   G   Y   L   N   F      651 
M   G   N   E   F   G   H   P   E |    W   I   D   F   P   R   G   P       668 
Q   T   L   P   T   G   K   V   L   P   G   N   N   N   S   Y   D   K      686 
C   R   R   R   F   D   L   | G   D   A   D   F   L   R   Y   R   G        703 
M   Q   E   F   D   Q   A   M   Q   H   L   E   E   K   Y   G   | F        720 
M   T   S   E   H   Q   Y   V   S   R   K   H   E   E   D   K   V   I      738 
I   F   E   R   G   D   L   V   F   V   F   N   F   H   W   S   N   S      756 
F   F   D   Y   R   V   G   C   S   R   P   G   K   Y   K   | V   A        773 
L   D   S   D   D   A   L   F   G   G   F   S   R   L   D   H   D   V      791 
D   Y   F   T   T   | E   H   P   H   D   N   R   P   R   S   F   S        808 
V   Y   T   P   S   R   T   A   V   V   Y   A   L   T   E   *              824 
 

Figura 4.2. Identificazione delle regioni conservate corrispondenti ai domini IPB004193, IPB006048, IPB006589 all’interno 
della sequenza amminoacidica dell'enzima SBEIIa-A. Le regioni sottolineate indicano i domini conservati; i residui in verde 
indicano le posizioni amminoacidiche che sono maggiormente conservate all’interno del blocco; gli amminoacidi in rosso 
corrispondono ai residui meno conservati e predetti essere non fondamentali per il funzionamento dell’enzima. 
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Complessivamente, sono stati analizzati quattro ampliconi di dimensione differente, tre per l’omeoallele 

SBEIIa-A ed uno per SBEIIa-B (Figura 4.3). Ogni amplicone è stato ottenuto attraverso una strategia di 

Nested-PCR. Gli amplificati allele specifici sono stati ottenuti tramite l’utilizzo di primer 

precedentemente messi a punto nel nostro laboratorio (Botticella et al. 2011). Tali frammenti sono stati 

utilizzati come DNA stampo nella reazione di Nested-PCR per produrre ampliconi di dimensioni 

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

 
 

Figura 4.3. Schema dei frammenti PCR amplificati dalle coppie di oligonucleotidi genoma specifici per i due omeoalleli 
SBEIIa. I rettangoli in grigio rappresentano gli esoni; le regioni introniche sono rappresentate dalle linee orizzontali trasversali 
agli esoni. La numerazione si riferisce alla posizione degli esoni all’interno del gene. Le frecce in rosso ed in verde indicano 
gli oligonucleotidi specifici rispettivamente per il genoma A e B. Per l’allele A sono evidenziati i frammenti PCR: A(2-5) 
contenente gli esoni 2, 3, 4, 5; A (6-9) contenente gli esoni 6, 7, 8, 9 e A(10-13) contenente gli esoni 10, 11,12,13. Per l’allele B il 
frammento B(4-9) comprende gli esoni 4, 5, 6, 7, 8, 9.  

 

4.3.1. Nuove varianti alleliche identificate per i due geni omeologhi SBEIIa 

L’analisi HRM ha permesso l’identificazione di diverse curve di melting, con un profilo di tipo 

gaussiano, che corrispondevano alla presenza della mutazione (Figura 4.4). Curve con un profilo alterato 

o inferiore ad una differenza di fluorescenza di 0,05 sono risultati falsi positivi. 

La presenza di una molecola eteroduplex provoca uno spostamento della curva ΔF/T a temperature più 

basse; infatti la curva di una molecola che presenta il mis-match interseca le curve dei campioni normali 

perché è caratterizzata da un abbassamento repentino della fluorescenza dovuto alla presenza della 

mutazione puntiforme nell’amplicone in esame. Anche le curve che presentano uno SNP in omozigosi 

presentano, nel nostro caso, un abbassamento della fluorescenza più rapido rispetto ai campioni normali; 

tale andamento è tipico del trattamento con EMS, che provocando transizioni del tipo C→T e G→A, 

porta ad un abbassamento della temperatura di melting della molecola. 

Tutti i campioni, che presentavano una differenza di fluorescenza superiore a 0,05 rispetto al campione 

di riferimento, sono stati scelti come putativi mutanti e confermati tramite sequenziamento. Attraverso 

il confronto della sequenza nucleotidica del mutante con quella del genotipo normale, sono state 

individuate mutazioni sia omozigoti sia eterozigoti (doppio picco all’interno dell’elettroferogramma) 

(Figura 4.5). 
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Figura 4.4. Analisi HRM della popolazione TILLING M2. Attraverso il software Light Scanner sono stati identificate due 
mutazioni (curve rosse). Le linee grigie rappresentano gli individui wt. 
 
 

 
Figura 4.5. Esempio di caratterizzazione di due mutanti. Attraverso il sequenziamento e la successiva analisi degli 
elettroferogrammi è possibile distinguere una mutazione omozigote (freccia blu) da una mutazione eterozigote (freccia rossa). 
La prima appare come un mis-match nella sequenza consenso portando una base differente rispetto alla sequenza wt; la seconda 
appare come un doppio picchio nell’elettroferogramma.  
 

In tabella 4.1 sono riportati i dati riguardanti il numero di piante analizzate ed i mutanti identificati per 

ciascun omeoallele SBEIIa. In totale, sono state individuate 39 varianti alleliche per SBEIIa-A e sei per 

SBEIIa-B. In funzione di tali risultati è stata calcolata una frequenza media di mutazioni, associata alla 

popolazione TILLING, di circa uno SNP ogni 50,5 Kb. La quasi totalità delle mutazioni è localizzata 

nella regione codificante. Tutte le mutazioni sono risultate essere transizioni del tipo C→T e G→A in 

accordo con l’effetto del trattamento con il mutageno EMS, (Greene et al. 2003; Till et al. 2004). 

 

Tabella 4.1. Numero delle mutazioni identificate per ogni amplicone analizzato. La frequenza di mutazione associata alla 
popolazione è stata calcolata secondo la seguente formula: (dimensioni regione analizzata in bp) x (N° di piante 
analizzate)/(numero di mutanti identificati). 
 

Amplicone Dimensioni 

(bp) 

N° di piante 

analizzate 

Mutazioni  Frequenza di mutazione 

(1/kb) 

A(2-4) 493 1288 15 1/45 

A(6-9) 358 1298 12 1/38 

A(10-13) 498 1204 12 1/49 

B(4-9) 500 850 6 1/70 
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Le nuove varianti alleliche identificate sono state analizzate attraverso l’applicazione PARSESNP 

(Tabella 4.2). Questo programma è stato particolarmente utile per valutare l'effetto delle mutazioni 

missenso. I valori di PSMM e SIFT mostrati in tabella 4.2 forniscono un’indicazione della severità 

dell’effetto della mutazione sulla funzionalità della proteina. Per l'enzima SBEIIa-A sono state 

identificate due mutazioni missenso (S321N e G364E) nel dominio N-terminale della glicoside-idrolasi 

con valori di PSMM >10. In particolare, la mutazione G364E (SVEMS_1433) mostrava un valore di 

PSMM uguale a 30 ed un valore di SIFT pari a 0. Questa mutazione porta ad una transizione G→A 

nell’esone dieci in una posizione adiacente al sito di splicing. Nella pianta M2 identificata, tale mutazione 

è risultata essere in condizione omozigote. Nessuna mutazione missenso, predetta deleteria per la 

funzionalità della proteina, è stata trovata nell'enzima SBEIIa-B. Sono inoltre state identificate 

rispettivamente 11 mutazioni silenti per i due omeoalleli (10 per SBEIIa-A e 1 per SBEIIa-B) (Tabella 

4.3).  

 

Tabella 4.3. Mutazioni identificate per i due omeloalleli SBEIIa. 

Gene 
Non 

codificanti 
Silenti Missenso Non senso 

Siti di 

splicing 

SBEIIa-A 5 10 23 1 0 

SBEIIa-B 2 1 2 1 0 
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Tabella 4.2. Analisi delle varianti alleliche identificate con il programma PARSESNP. Nella prima colonna (Cambiamento 
nucleotidico) è riportata la mutazione nucleotidica e la relativa posizione a partire dall’ATG della sequenza genica, mentre 
nella seconda colonna (Effetto) è riportata la sostituzione amminoacidica che ne scaturisce e la relativa posizione nella sequenza 
proteica. La presenza della mutazione in una zona non codificante è indicata con Introne, mentre la formazione di un codone 
di stop con l'asterisco (*). I valori PSMM vengono mostrati per le mutazioni missenso che cadono all’interno di un Blocco-
dominio conservato; valori di PSMM>10 (in rosso) indicano che la mutazione provoca un profondo cambiamento rispetto al 
Blocco di riferimento; i valori <0 (in verde) indicano SNP che rendono la proteina più simile al blocco di riferimento. 
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4.3.2. Mutazioni nonsenso identificate per gli omeoalleli SBEIIa-A e SBEIIa-B 

Per ciascuno dei due omeoalleli SBEIIa è stata identificata una mutazione nonsenso, considerata 

responsabile della perdita della funzionalità della proteina a causa della formazione di un codone di stop 

prematuro (Tabella 4.2; W436* e W272* rispettivamente per SBEIIa-A e SBEIIa-B). Per l’allele 

SBEIIa-A è stata identificata una transizione G→A che ha causato la formazione di un codone di stop 

prematuro (TGA) nell’esone XII (SBEIIa-A-). Anche per l’allele SBEIIa-B una transizione G→A 

provoca la formazione di un codone di stop prematuro (TGA) nell’esone VIII (SBEIIa-B-). La mutazione 

nell’allele del genoma A è risultata essere in omozigosi, mentre la mutazione dell’allele SBEIIa-B è 

risultata eterozigote. In figura 4.6 è riportata graficamente la posizione di tutte le mutazioni identificate 

nella sequenza genica degli omeoalleli SBEIIa-A e SBEIIa-B. 

 

 
 
Figura 4.6. Rappresentazione grafica delle mutazioni individuate per i due omeoalleli SBEIIa-A e SBEIIa-B. Le linee in verde 
rappresentano le regioni del gene interessate dalla presenza dei domini conservati. I triangoli rivolti verso l’alto rappresentano 
i polimorfismi localizzati nelle regioni esoniche; i triangoli in rosso mostrano le mutazioni deleterie non senso; i triangoli in 
nero e in viola rappresentano rispettivamente le mutazioni missenso e le mutazioni silenti. 

 

4.3.3. Analisi delle mutazioni nonsenso e deleterie nella progenie M3 e nelle popolazioni 
segreganti 

Al fine di selezionare gli individui che presentavano le mutazioni di interesse in omogizosi, all’interno 

delle progenie M3 o in popolazioni segreganti, è stato messo a punto un saggio di tipo PCR-MAS 

(Marker Assisted Selection) basato sullo studio delle curve di melting (HRM genotyping). Questo 

metodo, richiede la produzione di frammenti genoma-specifici compresi tra 50 e 100 bp, in cui lo SNP 

ricade in posizione centrale nell’amplicone di interesse (Figura 4.7). Questo saggio è stato utilizzato per 

analizzare le mutazioni SBEIIa-A-, SBEIIa-B- e SVEMS_1433. 

Per ottenere un amplificato omeoallele-specifico è stata effettuata una prima PCR utilizzando i primer 

riportati in tabella 3.13. In seguito, l’amplicone ottenuto è stato utilizzato come DNA stampo per una 

seconda reazione PCR finalizzata alla produzione di frammenti corrispondenti alle dimensioni ottimali 

per la tecnica del HRM genotyping (Figura 4.7). Per validare questo saggio, è stata allestita una piastra 

PCR con genotipi noti per la mutazione SBEIIa-A-. I genotipi omozigoti mutanti, wt ed eterozigoti sono 

facilmente distinguibili in quanto mostrano curve di melting differenti (figura 4.8). 
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Figura 4.7. Immagine illustrativa della strategia utilizzata per selezionare la mutazione in omozigosi nelle progenie M3 o in 
popolazioni segreganti. Con le frecce in giallo sono indicati gli oligonucleotidi allele specifici utilizzati per amplificare il 
frammento contenente la mutazione. Le frecce celesti indicano i primer utilizzati per amplificare il frammento di circa 50-100 
paia di basi contenente lo SNP (indicata con la X in rosso). 

 

 
 

Figura 4.8. Analisi HRM genotyping utilizzata per i genotipi del mutante SBEIIa-A-. La griglia a sinistra mostra i campioni 
analizzati. Le curve sulla destra mostrano le curve di melting. In grigio, blu e rosso sono indicati rispettivamente i campioni 
wt, omozigoti (Omo) ed eterozigoti (Etero) per la mutazione di interesse. 

 

4.3.4. HRM genotyping della famiglia M3 segregante per la mutazione SBEIIa-B- 

La linea SBEIIa-B- ha presentato nella popolazione M2 analizzata la mutazione in condizione 

eterozigote. Attraverso l’uso dell’HRM genotyping è stata analizzata la progenie M3 allo scopo di 

individuare piante omozigoti per tale mutazione. 

L’analisi di 38 individui della progenie M3 SBEIIa-B- ha permesso di identificare 7 piante omozigoti 

per la mutazione di interesse, 18 eterozigoti e 13 wt (Figura 4.9). 

 



 

84 

 

 
 
 

Figura 4.9. Analisi HRM della progenie M3 del mutante SBEIIa-B-. La griglia a sinistra mostra i campioni analizzati. Le curve 
sulla destra mostrano le curve di melting. In rosso, blu e grigio sono indicati rispettivamente i campioni wt, omozigoti (Omo) 
ed eterozigoti (Etero) per la mutazione di interesse. 
 

4.3.5. Piramidizzazione delle mutazioni di interesse per SBEIIa-A e SBEIIa-B 

Allo scopo di ottenere una linea doppio nulli per entrambi gli omeoalleli SBEIIa e per studiare gli effetti 

fenotipici della mutazione SVEMS_1433, predetta deleteria per la funzionalità della proteina, sono stati 

effettuati gli incroci riportati in tabella 4.4. Le piante F1 ottenute da tali incroci, per autofecondazione, 

hanno generato le progenie F2 segreganti per le mutazioni di interesse. 

Tabella 4.4. Schema degli incroci effettuati per piramidizzare le mutazioni di interesse individuate per i geni SBEIIa-A e 

SBEIIa-B. 

Incrocio Genotipo 1 x Genotipo 2 

1 SBEIIa-A- x SBEIIa-B- 

2 SVEMS_1433 x SBEIIa-B- 

 

4.3.6. Analisi genotipica delle popolazioni segreganti F2 derivanti dalla piramidizzazione delle 
mutazioni di interesse per SBEIIa-A e SBEIIa-B 

L’HRM genotyping è stato utilizzato per analizzare le popolazioni segreganti F2 derivanti dagli incroci 

descritti in tabella 4.4. In accordo con la legge di assortimento indipendente dei cromosomi, ogni 16 

piante analizzate è attesa una pianta omozigote per le mutazioni in entrambi i genomi. 

Su 176 piante analizzate F2 SBEIIa-A-x SBEIIa-B-, 11 piante hanno mostrato un genotipo mutante 

doppio nulli (SBEIIa-A-B-) e 14 sono risultate wt per entrambi gli omeoalleli. La differenza tra le piante 

attese e quelle osservate non è risultata significativa (χ2=8,02, p>0,05).  

Per l’incrocio SVEMS_1433 x SBEIIa-B- sono state analizzate 113 piante di cui cinque sono risultate 

omozigoti per entrambe le mutazioni e sei wt per entrambi gli omeoalleli. Questi numeri sono 

significativamente diversi dal risultato atteso per la segregazione mendeliana di due caratteri (χ2=19,60, 

p<0,05). 
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4.3.7. Analisi di espressione degli omeoalleli SBEIIa nei genotipi singoli e doppio nulli 

Sulle linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B- e sulla linea doppio nulli SBEIIaA-B- è stata condotta 

un’analisi d’espressione dei due omeoalleli SBEIIa. L’analisi ha avuto lo scopo di verificare se le 

mutazioni, responsabili della formazione dei codoni di stop prematuri, avevano un effetto sul livello dei 

trascritti. L’analisi è stata condotta sul cDNA dei tre genotipi sintetizzato mediante RT-PCR a partire 

dall’RNA isolato dalle cariossidi immature allo stadio di 14 giorni post-antesi (14 DPA). Per l’analisi 

di espressione quantitativa real-time PCR (qRT-PCR) sono stati utilizzati primer omeoallele-specifici 

precedentemente disegnati nel nostro laboratorio (Botticella et al. 2011). Il gene della Gliceraldeide-3-

Fosfato Deidrogenasi (GAPDH) è stato utilizzato come house keeping per normalizzare le quantità di 

cDNA.  

 
 

Figura 4.10. Analisi di espressione qRT-PCR dei geni omeologhi SBEIIa-A e SBEIIa-B condotta su cariossidi immature (14 
DPA) della cultivar Svevo wt (WT), del mutante singolo nulli per il genoma A (SBEIIa-A-), del mutante singolo nulli per il 
genoma B (SBEIIa-B-) e del mutante doppio nulli per entrambi gli omeoalleli (SBEIIa-A-B-). I dati sono presentati come la 
media ± l’errore standard della media. 
 

Se confrontato con il wt (cv Svevo), il livello di trascritto dell’allele SBEIIa-A ha mostrato una riduzione 

dell’83% nel genotipo SBEIIa-A- e dell’85,5% nel doppio nulli SBEIIaA-B- (Fig. 4.10). Per l’allele 

SBEIIa-B sono stati ottenuti risultati simili. La sua espressione, rispetto al wt, è risultata ridotta 

dell’87,7% nel genotipo SBEIIa-B- e del 54% nel doppio nulli SBEIIaA-B- (Fig. 4.10). 

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

Attraverso l’analisi al microscopio elettronico a scansione, è stata caratterizzata la morfologia dei granuli 

di amido della linea doppio nulli SBEIIa-A-B-, dei singoli nulli SBEIIa (SBEIIa-A- e SBEIIa-B-) e del 

mutante SVEMS_1433 (Figura 4.11). Tale analisi ha mostrato profonde alterazioni nella morfologia dei 

granuli di amido di tipo A sia del mutante doppio nulli SBEIIa-A-B- che del mutante SVEMS_1433. In 

queste due linee, i granuli sono risultati deformati, presentando una forma irregolare ed appiattita, 
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rispetto alle linee wt (WT e WT nulli). Le linee nulli parziali SBEIIa-A- e SBEIIa-B hanno invece 

presentato dei granuli che non mostravano differenze significative rispetto al nulli segregante ed al wt. 

4.3.9. Determinazione del contenuto di amilosio nelle linee mutanti di interesse 

Al fine di valutare l'effetto del silenziamento dei geni SBEIIa sulla composizione dell'amido, è stato 

determinato il contenuto di amilosio in tre linee sorelle doppio nulli SBEIIa-A-B-, nei singoli nulli 

SBEIIa (SBEIIa-A- e SBEIIa-B-) e nella linea mutante SVEMS_1433 (Figura 4.12). 

 

 
 

Figura 4.12. Analisi del contenuto di amilosio condotta su cariossidi mature del genotipo nulli segregante wt (WT nulli), del 
mutante singolo nulli per il genoma A (SBEIIa-A-), del mutante singoli nulli per il genoma B (SBEIIa-B-), del mutante doppio 
nulli per entrambi gli omeoalleli (SBEIIa-A-B-; tre linee) e del mutante deleterio per il genoma A (SVEMS_1433). I dati sono 
presentati come la media ± l’errore standard della media. 

 
La linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B- non hanno mostrato una variazione del contenuto di 

amilosio significativa rispetto alla linea nulli segregante wt. Invece, le tre linee sorelle doppio nulli 

SBEIIa-A-B- hanno mostrano un aumento del contenuto di amilosio rispettivamente del 158%, 162% e 

179%. Infine, inaspettatamente, l'incremento più alto del contenuto di amilosio (189%) è stato osservato 

nella linea mutante SVEMS_1433. 
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Figura 4.11. Analisi SEM dei granuli di amido nelle cariossidi mature della cultivar Svevo wt (WT), del genotipo nulli 
segregante wt (WT nulli), della linea doppio nulli SBEIIa-A-B-, dei singoli nulli SBEIIa (SBEIIa-A- e SBEIIa-B-) e del mutante 
SVEMS_1433. 
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4.3.10. Sequenziamento dell’allele SBEIIa-B nella linea SVEMS_1433 

La linea SVEMS_1433 ha presentato una morfologia dei granuli di amido ed un contenuto di amilosio 

simile al mutante doppio nulli SBEIIa-A-B-. Per indagare il motivo di questo interessante fenotipo si è 

ipotizzata la presenza di una mutazione deleteria o non senso anche nell’omeoallele SBEIIa-B. Per 

dimostrare questa ipotesi, è stato sequenziato l’allele SBEIIa-B sia della linea mutante SVEMS_1433 

che del genotipo wt (cv Svevo) e sono state confrontate le due sequenze per identificare possibili 

polimorfismi. 

La strategia utilizzata per il sequenziamento del gene SBEIIa-B è schematizzata in figura 4.13. Il gene 

è stato isolato attraverso la produzione di cinque frammenti PCR (Figura 4.14), dalla cui unione si è 

ottenuta l’intera sequenza codificante il gene. L’utilizzo di almeno un oligonucleotide allele specifico 

per ciascuna amplificazione ha consentito di ottenere frammenti PCR puri e corrispondenti al singolo 

omeoallele SBEIIa-B. I cinque frammenti PCR coprono l'intera regione codificante composta da 22 

esoni. Tali ampliconi sono stati sequenziati attraverso una strategia di gene walking.  
 

 

Figura 4.13. Rappresentazione schematica della strategia PCR utilizzata per sequenziare il gene SBEIIa-B sia nella linea mutata 
SVEMS_1433 che nella cultivar Svevo. I rettangoli arancioni rappresentano gli esoni mentre le linee che li collegano 
rappresentano le regioni introniche. I segmenti colorati rappresentano i cinque frammenti amplificati per PCR, le frecce colorate 
i primer utilizzati sia per l’amplificazione che per il sequenziamento, mentre le frecce in nero sono i primer interni utilizzati 
solo per il sequenziamento. 

 

Figura 4.14. Gel elettroforetico dei frammenti genoma specifici amplificati per sequenziare l’allele SBEIIa-B della linea 
SVEMS_1433. I numeri in alto (1, 2, 3, 4, 5) corrispondono ai frammenti amplificati che sono di rispettivamente di 1655 bp, 
1798 bp, 1970 bp, 1920 bp e 2900 bp; M, Marker Genedirex 100 bp. 

L’allineamento della sequenza dell’allele SBEIIa-B tra la linea SVEMS_1433 e Svevo ha identificato 

una sola mutazione in condizione omozigote nell’esone 10. Questa mutazione è una transizione G→A, 

coerente con l’effetto del trattamento EMS applicato alle piante, adiacente al sito di splicing dell’esone. 

L’analisi di allineamento delle sequenze ha mostrato che, nella linea SVEMS_1433, l’allele A e l’allele 

B del gene SBEIIa presentavano lo stesso SNP nella stessa posizione (Figura 4.15). 
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Figura 4.15. Allineamento tra le sequenze dell’allele A e dell’allele B della linea SVEMS_1433 e del wt Svevo. Nel riquadro 
in rosso è evidenziato lo SNP che caratterizzata la linea SVEMS_1433 presente in entrambi gli alleli. La sequenza dell’allele 
SBEIIa-A della linea SVEMS_1433 presenta lo SNP di interesse in condizione eterozigote (doppio picco 
nell’elettroferogramma). Nel box celeste sono evidenziati alcuni SNP che discriminano l’allele A dall’allele B.  
 

4.3.11. Predizione della struttura secondaria delle proteine omeologhe SVEMS_1433  

Attraverso l’utilizzo del programma bioinformatico GOR IV (http://npsa-pbil.ibcp.fr/) è stato possibile 

predire la struttura secondaria delle proteine omeologhe SBEIIa-A e SBEIIa-B mutanti nella linea 

SVEMS_1433 e confrontarle con le rispettive proteine wt (SBEIIa-A_wt e SBEIIa-B_wt). L’analisi ha 

mostrato che il cambiamento amminoacidico G364E comporta la perdita della formazione di due 

foglietti β in corrispondenza della mutazione su entrambi gli omeoalleli (Figura 4.16). 

 

Figura 4.16. Predizione GOR IV della struttura secondaria delle proteine omeologhe SBEIIa-A_wt e SBEIIa-B_wt e delle 
proteine mutate per il genoma A e B della linea mutante SVEMS_1433. Il rettangolo in rosso mette in evidenza la regione 
interessata dalla mutazione responsabile della variazione di struttura secondaria delle proteine omeologhe mutate SBEIIa-
A_SVEMS_1433 e SBEIIa-B_SVEMS_1433 se confrontate con le rispettive controparti wt (SBEIIa-A_wt e SBEIIa-B_wt). 
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4.4. Identificazione di nuove varianti alleliche nei geni omeologhi GW2 

Al fine di aumentare le rese in frumento è stata ricercata nuova variabilità allelica per il gene GW2, 

regolatore negativo della grandezza della cariosside, sia nella popolazione TILLING di frumento duro 

che nel mutante naturale a seme grande Lankaodali.  

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

Le sequenze parziali dei geni omeologhi GW2-A e GW2-B sono state isolate dal DNA genomico di T. 

durum cv Svevo attraverso una strategia basata sulla PCR. 

Ciascun gene è stato isolato attraverso la produzione di due ampliconi sovrapponibili dalla cui unione 

si è ottenuta una regione rispettivamente di 4097 bp per GW2-A e 4112 bp per GW2-B (Figura. 4.17). 

Tale regione si estende dal 5’UTR fino al sesto esone. Il primo frammento (A1 e B1) di entrambi gli 

omoeoalleli è stato isolato in due reazioni PCR indipendenti attraverso l’utilizzo di oligonucleotidi 

genoma-specifici riportati nel lavoro di Su et al. (2011). L’analisi dell’allineamento tra le due sequenze 

ha rilevato diversi polimorfismi (Figura 4.18), utilizzati poi per il disegno degli oligonucleotidi forward 

necessari per l’amplificazione dei frammenti A2 e B2 (Figura 4.17) in combinazione con i reverse 

disegnati sul sesto esone delle sequenze di cDNA del gene TaGW2, disponibili in banca dati (TaGW2-

A, GenBank acc. JN896622; TaGW2-B, GenBank acc. JN896623). L’utilizzo di oligonucleotidi 

omeoallele-specifici per ciascuna amplificazione ha consentito di ottenere frammenti PCR puri e 

corrispondenti ad un singolo allele GW2. 

 

 
Figura 4.17. (a) Analisi elettroforetica dei frammenti A1 e B1 e (b) A2 e B2. Gli ampliconi A1 e B1 sono di rispettivamente 
949 bp e 1275 bp; gli ampliconi A2 e B2 sono rispettivamente di 3256 bp e 3264 bp. M, Marker Genedirex 100bp. 

 

I frammenti nella figura 4.17a sono stati sequenziati attraverso l’utilizzo dei primer HAP-6A-P1F e 

HAP-6A-P1R per l’allele A e TaGW2-6B-F e TaGW2-6B-R per l’allele B. Mentre per quanto riguarda 

gli ampliconi della figura 4.17b sono stati inizialmente sequenziati con i primer Gw532A-F e Gw-

NEWR per l’allele A e Gw532B-F e Gw2500-R per l’allele B. Per sequenziare gli interi ampliconi è 

stata seguita una strategia di gene walking, disegnando primer che permettessero di sequenziare la 
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regione interna dei frammenti A2 e B2 ottenuti. La struttura parziale dei geni è stata quindi ricostruita 

connettendo le sequenze dei due frammenti sovrapposti A1 e A2 per l’allele GW2-A e B1 e B2 per 

l’allele GW2-B.  

 
GW2-A      TTCCTTATAGCCAATGTGGTGAACATAGCAAATTGATTCCCCCGGGTTTGATTCCATGTG 60 
GW2-B      ------------------------------------------------------------ 
 
GW2-A      CTCTAGCCAAAATAGATCAAATCAGCAAGATATCTTATGCTATGAATGGTGATAGTGGTC 120 
GW2-B      ------------TAGATCAAATCAACAAGATATCTTATGCTATGAATGATGATAGTGGTC 48 
                       ************ *********************** *********** 
 
GW2-A      GCTCATGTTCATCTCGACTGCCGAAATCATGTGCCCTTAGCGGACGTTGTACTCCTCGGC 180 
GW2-B      GCTCATGTTCATCTCGACTGCCGAAATCATGTGCCCTTAGCGGACGTTGTACTCCTCGGC 108 
           ************************************************************ 
 
GW2-A      AGTGGCCACTATCAACGAGCGGCGGCAGCCAAGACGAAGGGATCCATGCAGATCGTGAGC 240 
GW2-B      AGTGGCCACTATCAGCGAGCGGCGGCGGCCAAGGCGAAGGGATCCATGCAGATCGTGAGC 168 
           ************** *********** ****** ************************** 
 
GW2-A      AACCGTCCATGCGTGGCTGCGGCAGACCGGAGCACGAGTAGGAGGCGGCAGATTCCACCA 300 
GW2-B      AACCGTCCATGCACGGCTGCGGCAGACCGGAACACGAGTGGGAGGCGGCGGATTCC-CCA 227 
           ************ ***************** ******* ********* ****** *** 
 
GW2-A      TGGAAGGCCGAGGAGTGGCAAGGGTAGAGGTGGATGCAGGAGGGAGGGGGGAGAAAGGGC 360 
GW2-B      TGGAAGGCCGAGGAGTGGCAGGGGTAGAGGTGTATGCAGGAGGGAGGGAAGAGAAAGGGC 287 
           ******************** *********** *************** ********** 
 
GW2-A      TGGTGCTATGGACCGCGGGAGGGGAGGACGTGCCAGTGACGAGGGAAGCGAAGGGCGGAG 420 
GW2-B      TGGTGCTATGGCCCGCGGGACGGGAGGACGTGCCAGTGACGAGGGAAGCGAAGGGCGGAG 347 
           *********** ******** *************************************** 
 
GW2-A      CGGCAGGAGGCCTGTCGGGTCGATGAGATCCCGTACAGCAGCTCGCAACAAACCCTAGCT 480 
GW2-B      CGGCAGGAGGCCTAGCGGGTTGATGAGATCCCGTGCAGTAGCTCGCAACAAACCCTAGCT 407 
           ************** ***** ************* *** ********************* 
 
GW2-A      CGCGCGAGAAGAGAGAGGGGATGTTCGGATCAAAGAGAGGACGAGAGAAAACCGGCGTGG 540 
GW2-B      CACGCCAGGAGAGAGAAGGGATGTTCAGATCAAAGAGAGAACGAGAGAAAACCGGCGTGG 467 
           * *** ** ******* ********* ************ ******************** 
 
GW2-A      TAAGAAAAATCGAT-AAGGAAAGAACATCGTATGAGTGGAGAAGGGTGAGACGAAAA-TA 598 
GW2-B      TAAGAAAAATCGATGAAGGAAAGGACATCGTACGAGTGGGAAAGGGTGAGACGAAAAATA 527 
           ************** ******** ******** ****** **************** ** 
 
GW2-A      AATCGAACGAAAATAATCATAAAGTGAAAGCTACCAAGTCCTTCTTTAAAAGTAGAGATC 658 
GW2-B      ATTCGGACGAAAATAAACGTAAAGTGAAAGCTATCAAATCCTCCTTTAAAAGTAGGGATC 587 
           * *** ********** * ************** *** **** ************ **** 
 
GW2-A      ACATATTCGCTTAGAGGAAAGATGAAGGGGTAGGTGATGCGCCCGCGGTGATGCACTCAT 718 
GW2-B      ACGTATTTGCTTGGATGAAAGATGAAAGGGTAGGTGATGCGCCCGCGGTGATGCACTCAT 647 
           ** **** **** ** ********** ********************************* 
 
GW2-A      CATGTCGCTTCCCATTTACGAAAGCATTACCTATGTTTATCAAGCGTTACATGGGATAGG 778 
GW2-B      CATGTCGCTTCCCATTTACGAAAGCATTACCTATGTTTATCAAGCGTTACAGGGGATAGG 707 
           *************************************************** ******** 

 

Figura 4.18. Allineamento delle sequenze parziali dei geni GW2-A e GW2-B ottenute attraverso l’utilizzo dei primer riportati 
da Su et al. (2011). Gli asterischi indicano le basi conservate tra i due alleli. In giallo ed in verde sono evidenziate le regioni 
sulle quali sono stati disegnati i primer specifici rispettivamente per il genoma A e per il genoma B. 
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4.4.2. Analisi delle sequenze nucleotidiche dei due omeoalleli GW2-A e GW2-B 

La struttura dei due geni è stata determinata attraverso il confronto delle sequenze dei due alleli GW2-A 

e GW2-B con le sequenze di cDNA del gene TaGW2 isolato dalla cultivar Recital disponibili in banca 

dati (TaGW2-A, GenBank acc. JN896622; TaGW2-B, GenBank acc. JN896623). I due geni sono 

entrambi costituiti da otto esoni, le cui dimensioni sono riportate in tabella 4.5. Inoltre, è stata eseguita 

un ulteriore analisi in silico, utilizzando il genoma di T. urartu (Ling et al. 2013), che ha permesso 

l’identificazione dell’intera regione codificante del gene GW2-A. 

 

Tabella 4.5. Descrizione delle dimensioni degli esoni nei geni GW2. 

 

Esone GW2-A 

(bp) 

GW2-B 

(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 programma ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) sono state allineate e 

comparate le sequenze amminoacidiche parziali codificate dai due alleli GW2-A e GW2-B (Figura. 4.20) 

di frumento duro e la proteina GW2-A di T. urartu. La proteina GW2 di T. urartu è costituita da 424 

residui amminoacidici ed ha un peso molecolare di circa 47 kDa. Questa proteina è caratterizzata dalla 

presenza di un dominio RING di tipo C5HC2 di 43 ammminoacidi, compreso tra i residui amminoacidici 

61-103. Questo dominio contiene otto amminoacidi (sette cisteine ed un’istidina) le cui posizioni sono 

considerate essere fondamentali per la formazione del motivo a dita di zinco tipico della proteina GW2. 

Nella regione N-terminale, è situato un motivo ricco in residui di leucina denominato NES (Nuclear 

Exportation Signals), che è responsabile del trasporto della proteina dal nucleo al citosol. In frumento 

duro, la regione N-terminale di entrambi gli alleli è risultata essere altamente conservata (98.1% 

dall’aminoacido 1 al 104) e la proteina GW2-A risulta identica a quella di T. urartu. Le sequenze 

amminoacidiche del dominio RING e LxxLxLx sono identiche sia in entrambi gli alleli di frumento 

duro sia in T. urartu (Figura 4.19). 
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                                                                                                  NES 

TuGW2           MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAGGDLEE 60 
GW2-A           MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAGGDLEE 60 
GW2-B           MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAGGDLEE 60 
                ************************************************************ 
                C1 C2           C3   C4 C5     H6     C7 C8  
TuGW2           CPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVKTKEE 120 
GW2-A           CPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVKTKEE 120 
GW2-B           CPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVKTKEE 120 
                ************************************************************ 120 
                              .RING DOMAIN 
TuGW2           RSIEQFEEQKVIEAQMRVRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICSTSYS 180 
GW2-A           RSIEQFEEQKVIEAQMRVRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICSTSYS 180 
GW2-B           RSIEQFEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICSTSYS 180 
                *****************:****************************************** 
 
TuGW2           VPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHTRDDNIDMNIEDMMVMEAIWRSIQEQG 240 
GW2-A           VPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHT-------------------------- 104 
GW2-B           VPSYQCTEQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHT-------------------------- 104 
                *******:**************************                           
 
TuGW2           SIGNPSCGSFMPFEQPTRERQAFVAAPPLEMPHPGGFSCAVAAMAEHQPSSMDFSYMTGS 300 
GW2-A           ------------------------------------------------------------ 
GW2-B           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
TuGW2           SAFPVFDMFRRPCNIAGGSMGAAESSPDSWSGIAPSCSRREVVREEGECSTDHWSEGAEA 360 
GW2-A           ------------------------------------------------------------ 
GW2-B           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
TuGW2           GTSYAGSDIVVDAGTMLPLPFADNYSMVASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEAHGRTHTQG 420 
GW2-A           ------------------------------------------------------------ 
GW2-B           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
TuGW2           LAWL 424 
GW2-A           --- 
GW2-B           --- 
                    

 

Figura 4.19. Allineamento delle sequenze aminoacidiche parziali delle proteine GW2-A e GW2-B di frumento duro e della 
proteina GW2-A di T. urartu. Nella box verde è evidenziato il motivo NES, ricco in residui di leucina (LxxLx); mentre nella 
box in rosso è evidenziato il dominio RING e i residui numerati di cisteina ed istidina, nelle posizioni conservate, deputati al 
legame con lo ione metallico.  
 

Attraverso una ricerca nel database NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sono state identificate le 

sequenze amminoacidiche ortologhe alla proteina GW2 di frumento isolate da altre specie appartenenti 

alla famiglia delle Poaceae (Hordeum vulgare, Oryza sativa, Zea mays, Sorghum bicolor, 

Brachypodium distachyon, Setaria italica). L'allineamento delle sequenze amminoacidiche ha 

evidenziato che in tutte le specie la parte N-terminale, che comprende i domini RING e NES è altamente 

conservata (Figura 4.20).  
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OsGW2-J         MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYMGADD-AAAAA-- 57 
OsGW2-I         MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYMGADD-AAAAA-- 57 
BdGW2           MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADD-AAGG--- 56 
TuGW2           MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADD-AAGG--- 56 
TaGW2-A         MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADD-AAGG--- 56 
TaGW2-B         MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADD-AAGG--- 56 
HvYrg1          MGNRIGGRRKAGVEERYTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILETKLAPCYPGADD-AAGA--- 56 
ZmGW2-ch.5      MGNRIGGRRKSGVEERFTRPQGLYDHKDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAPGGG-- 58 
SbGW2           MGNRKGGRPKSGGEKRFTPPQGLYEHKDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAAAGG-- 58 
ZmGW2-ch.4      MGNRIGGRRKPGVEERFTRPQGLYEHKDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAAAGGGDL 60 
SiGW2-2         MGNRIGGRRKAGVEERFTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAPAGGG-- 58 
SiGW2-1         MGNRIGGRRKAGVEERFTRPQGLYEHRDIDQKKLRKLILEAKLAPCYPGADDAPAGGG-- 58 
                **** *** *.* *:*:* *****:*:*************:****** **** ....    
 
OsGW2-J         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTAQPTQCPFCKTPSYAVEYRGVK 117 
OsGW2-I         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTAQPTQCPFCKTPSYAVEYRGVK 117 
BdGW2           DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 116 
TuGW2           DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 116 
TaGW2-A         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 116 
TaGW2-B         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 116 
HvYrg1          DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 116 
ZmGW2-ch.5      DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 118 
SbGW2           DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 118 
ZmGW2-ch.4      DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTANYAVEYRGVK 120 
SiGW2-2         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 118 
SiGW2-1         DLEECPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFCKTPNYAVEYRGVK 118 
                ***************************************:*********..********* 
 
OsGW2-J         TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMKRKQNRCSSSRTITPTKEVEYRDICS 177 
OsGW2-I         TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMKRKQNRCSSSRTITPTKEVEYRDICS 177 
BdGW2           TKEERSIEQLEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICS 176 
TuGW2           TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRVRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICS 176 
TaGW2-A         TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRVRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICS 176 
TaGW2-B         TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMKRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICS 176 
HvYrg1          TKEERSIEQFEEQKVIEAQMRMRQQALQDEEDKMRRKQSRCSSSRTIAPTTEVEYRDICS 176 
ZmGW2-ch.5      TKEERSIEQFEEQKVIEAQLRMRQKELQDEEAKMRRKQGRCSSSRTVTPTTEVEYRDICS 178 
SbGW2           TKEERSIEQFEEQKVIEAQLRMRQKELQDEEAKMKRKQSRCSSSRTVTPTTEVEYRDICS 178 
ZmGW2-ch.4      TKEERSIEQFEEQKVIEAQLRMRQKELQDEEAKMKRKQSRCSSSRTVTPTTEVEYRDICS 180 
SiGW2-2         TKEERSIEQFEEQKVIEAQLRIRQKEIQDEEAKLKRKQSRCSSSRTVTPTKEVEYRDICS 178 
SiGW2-1         TKEERSIEQFEEQKVIEAQLRIRQKEIQDEEAKLKRKQSRCSSSRTVTPTKEVEYRDICS 178 
                *********:*********:*:**: :**** *::***.*******::**.********* 
 
OsGW2-J         TSFSVPSYRCAEQETECCSSEPSCSAQTSMRPFHSRHNRDDNIDMNIEDMMVMEAIWRSI 237 
OsGW2-I         TSFSVPSYRCAEQETECCSSEPSCSAQTSMRPFHSRHNRDDNIDMNIEDMMVMEAIWRSI 237 
BdGW2           TSYSVPSYQCTEQEAECCSSEPSCSAQSNMRPVHSRHNRDDNIGMNIEEMMVMEAIWRSI 236 
TuGW2           TSYSVPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHTRDDNIDMNIEDMMVMEAIWRSI 236 
TaGW2-A         TSYSVPSYQCTQQETECCSSEPSCSAQANMRFFHSRHTRDDNMDMNIEDMMVMEAIWRSI 236 
TaGW2-B         TSYSVPSYQCTEQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHTRDDNIDMNIEDMMVMEAIWRSI 236 
HvYrg1          TSYSAPPYRCTEQETECCSSEPSCSAQANMRSFHSRHTRDGNIDMNIEDMMVMEAIWRSI 236 
ZmGW2-ch.5      TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANRRPFHSRHNRDDNVDMNLENMMVMEAIWRSI 238 
SbGW2           TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANMRPFHSRHNRDDNVDVNLEDMMVMEAIWRSI 238 
ZmGW2-ch.4      TSFSVPSYQCTEQGNECCSSEPSCSSQANMRPFHSRHNRDDNVDMNLEDMMVMEAIWRSI 240 
SiGW2-2         TSFSVPSYQCAEQGTECCSSEPSCSSQASMRPFHSRHNRDDNVDMNLEDMMVMEAIWRSI 238 
SiGW2-1         TSFSVPSYQCAEQGTECCSSEPSCSSQASMRPFHSRHNRDDNVDMNLEDMMVMEAIWRSI 238 
                **:*.*.*:*::*  **********:*:. * .****.**.*:.:*:*:*********** 
 
OsGW2-J         Q---GSIGNPVCGNFMPVTEPSPRERQPFVPAASLEIPHGGGFSCAVAAMAEHQPPSMDF 294 
OsGW2-I         QE-QGSIGNPVCGNFMPVTEPSPRERQPFVPAASLEIPHGGGFSCAVAAMAEHQPPSMDF 296 
BdGW2           QQEQGSMGNPVCGNFMPVIEPPSRERQAFVPAP-LEIPHPGGFSCAVASMAEHQPPSMDF 295 
TuGW2           QE-QGSIGNPSCGSFMPFEQP-TRERQAFVAAPPLEMPHPGGFSCAVAAMAEHQPSSMDF 294 
TaGW2-A         QE-QGSIGNPSCGSFMPFEQP-TRERQAFVAAPPLEMPHPGGFSCAVAAMAEHQPSSMDF 294 
TaGW2-B         QE-QGSIGNPACGSFMPFEQP-TCERQAFVAAPPLEIPHPGGFSCAVAAMAEHQPSSMDF 294 
HvYrg1          QE-QGSIGNPACGSFMPFEQP-TRERQAFVAASPLEIPHPGGFSCAVAAMTEHQPSSMDF 294 
ZmGW2-ch.5      QQEQGHLVNPVCGSYFPVIEPPSRERQAFLPAAPLEMPHPGGYSC-VAALAEHQPPSMDF 297 
SbGW2           Q-EQGHLVNPVCGSYFPVIEPPSRERQAFLPAAPLEMPHPGGYSCAVAALAEHQPASMDF 297 
ZmGW2-ch.4      Q-EQGHLVNPVCGSYFPVIEPPSRERQAFVPAAPLEMPHPGGYSCAVAALAEHQAPSMDF 299 
SiGW2-2         Q-EQGHLVNPVCGSYFPVIEPQTRERQAFLPAAPMEMPHPGGYSCAVAALAEHQPPSMDF 297 
SiGW2-1         QQEQGHLVNPVCGSYFPVIEPQTRERQAFLPAAPMEMPHPGGYSCAVAALAEHQPPSMDF 298 
                *   * : ** **.::*. :* . ***.*:.*. :*:** **:** **:::***..**** 
 
OsGW2-J         SYMAGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSMCNLE-SSPESWSGIAPSCSR-EVVREEGECSADH 352 
OsGW2-I         SYMAGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSMCNLE-SSPESWSGIAPSCSR-EVVREEGECSADH 354 
BdGW2           SYMAGNSAFPVFDMFRRQCNISGGSMCAVD-SSPDSWSGIPPSCSR-EMIREEGECSTDH 353 
TuGW2           SYMTGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSMGAAE-SSPDSWSGIAPSCSRREVVREEGECSTDH 353 
TaGW2-A         SYMTGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSMGAAE-SSPDGWSGIAPSCSRREVVREEGECSTDH 353 
TaGW2-B         SYMTGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSMCAVE-SSPDSWSGIASSCSRREVVREEGECSTDH 353 
HvYrg1          SYMTGSSAFPVFDMFRRPCNIAGGSLRAVE-SSLDSWSGIAPSGTRREMVREEGECSIDH 353 
ZmGW2-ch.5      SYMAGSSTYPVFDMIRRPCNMSSGSLCSVENSSLDTWSGMAPNCSR-GVVREEGECSTDH 356 
SbGW2           SYMAGSSTYPVFDMIRRPCNMSSGSLCGVENSSLDTWSGIAPSCSR-EVVREEGECSTDH 356 
ZmGW2-ch.4      SYMSGSSTYPVFDMIRRPCNMSSGSLCGAENSSLDTWSGIAPSCSR-EVVRDEGECSADH 358 
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SiGW2-2         SYMAGSSTFPVYDMIRRPCNISGGSMCAVENSSLDTWSGIAPSCSR-EVLREEGECSTDH 356 
SiGW2-1         SYMAGSSTFPVYDMIRRPCNISGGSMCAVENSSLDTWSGIAPSCSR-EVLREEGECSTDH 357 
                ***:*.*::**:**:** **::.**:   : ** : ***:... :*  ::*:***** ** 
 
OsGW2-J         WSEGAEAGTSYAGSDIVADAGTMPQLPFAENFAMAPSHFRPESIEEQMMFSMALSLADG- 411 
OsGW2-I         WSEGAEAGTSYAGSDIVADAGTMPQLPFAENFAMAPSHFRPESIEEQMMFSMALSLADG- 413 
BdGW2           WSEGAEAGTSYAGSDIVADAGTMQQLPFAENYNMAPSHFRPESIEEQMMYSMTVSLAEA- 412 
TuGW2           WSEGAEAGTSYAGSDIVVDAGTMLPLPFADNYSMVASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEA- 412 
TaGW2-A         LSEGAEAGTSYAGSDIVVDAGTMLPLPFADNYSMVASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEA- 412 
TaGW2-B         WSEGAEAGTSYAGSDIVVDAGTTPPLPVTDNYSMVASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEA- 412 
HvYrg1          WSEGAEAGTSYAGSDIMADAGTMPPLPFADNYSMAASHFRPESIEEQMMYSMAVSLAEA- 412 
ZmGW2-ch.5      WSEGAEAGTSYAGSDIMVDAGAMQPLPFAENFTMAPSHFRPESIEEQMMFSMAVSLAEGH 416 
SbGW2           WSEGAEAGTSYAGSDIMADTGTMQPLPFAENFTMAPSHFRPESIEEQMMFSMAVSLAEAH 416 
ZmGW2-ch.4      WSEGAEAGTSYAGSDIMADAGAMQPLPFAENFAMGPSHFRPESVEEQMMFSMAVSLAEAH 418 
SiGW2-2         WSEGAEAGTSYAGSDIMADAGSMQPLPFAENFAMAPSHFRPDSIEEQMMFSMAVSLTDAH 416 
SiGW2-1         WSEGAEAGTSYAGSDIMADAGSMQPLPFAENFAMAPSHFRPDSIEEQMMFSMAVSLTDAH 417 
                 ***************:.*:*:   **.::*: * .*****:*:*****:**::**::.  
 
OsGW2-J         HGRTHSQGLAWL 423 
OsGW2-I         HGRTHSQGLAWL 425 
BdGW2           HGRTHSQGLAWL 424 
TuGW2           HGRTHTQGLAWL 424 
TaGW2-A         HGRTHSQGLAWL 424 
TaGW2-B         HGRTHTQGLAWL 424 
HvYrg1          HGRTHTQGLTWL 424 
ZmGW2-ch.5      HGRTQAQGLAWL 428 
SbGW2           HGRTQAQGLAWL 428 
ZmGW2-ch.4      HGRTQAQGLAWL 430 
SiGW2-2         HGRAHAQGMAWL 428 
SiGW2-1         HGRAHAQGMAWL 429 
                ***:::**::** 

 

Figura 4.20. Allineamento delle sequenze amminoacidiche delle proteine GW2 isolate dalle principali specie appartenenti alla 
famiglia delle Poaceae. L’asterisco indica gli amminoacidi conservati; in rosso sono evidenziati gli amminoaci conservati del 
dominio RING; in giallo è evidenziato il residuo amminoacidico all’interno del dominio RING delle accessioni di riso che è 
diverso dal residuo amminoacidico presente in tutte le altre specie; in verde è evidenziato il motivo NES (LxxLxL); a sinistra 
il nome della proteina delle varie specie cerealicole (OsGW2-J, Oryza sativa Japonica [riso]; OsGW2-I, Oryza sativa Indica 
[riso]; BdGW2, Brachypodium distachyon; TuGW2, Triticum urartu; TaGW2-A e TaGW2-B, Triticum aestivum [frumento]; 
HvYrg1, Hordeum vulgare [orzo]; ZmGW2-ch.4 e ZmGW2-ch.5, Zea mays [mais]; SbGW2, Sorghum bicolor [sorgo]; 
SiGW2-1 e SiGW2-2, Setaria italica). 

 

4.4.4. Analisi filogenetica della proteina GW2 

Al fine di stimare le relazioni evolutive delle le proteine GW2 tra le differenti specie, è stato costruito 

un albero filogenetico attraverso il metodo Neighbor-Joining. In totale sono state analizzate 12 sequenze 

amminoacidiche che includono, oltre alle proteine GW2 di frumento tenero e di T. urartu, anche 

sequenze isolate da altre specie appartenenti alla famiglia delle Poaceae come orzo, riso, mais, sorgo, 

Brachypodium distachyon e Setaria italica. Tutte le sequenze possono essere raggruppate in due gruppi 

principali (Figura 4.21). Le sequenze delle due specie appartenenti alla tribù delle Triticeae (orzo e 

frumento) sono molto vicine tra di loro e formano il gruppo I. Filogeneticamente più distanti dalle 

proteine GW2 di frumento sono quelle presenti negli altri cereali presi in considerazione per questo 

studio, che formano il gruppo II. 
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Figura 4.21. Albero filogenetico consenso delle proteine omologhe GW2 delle principali specie appartenenti alla famiglia 
delle Poaceae. Ad ogni nodo dell’albero viene mostrata le percentuale di supporto bootstrap (1000 repliche). Albero 
filogenetico basato sulle sequenze delle proteine GW2. OsGW2-J, Oryza sativa Japonica [riso]; OsGW2-I, Oryza sativa Indica 
[riso]; BdGW2, Brachypodium distachyon; TuGW2, Triticum urartu; TaGW2-A e TaGW2-B, Triticum aestivum [frumento]; 
HvYrg1, Hordeum vulgare [orzo]; ZmGW2-ch.4 e ZmGW2-ch.5, Zea mays [mais]; SbGW2, Sorghum bicolor [sorgo]; 
SiGW2-1 e SiGW2-2, Setaria italica). 

4.4.5. TILLING 

Le analisi TILLING sono state condotte su circa 2500 linee mutagenizzate di frumento duro 

descritte nel capitolo precedente al fine di individuare mutazioni puntiformi in entrambi gli 

omeoalleli del gene GW2. 

4.4.5.1. Sviluppo di primer allele specifici per l’analisi di TILLING 

Attraverso l’utilizzo del programma CODDLE sono state identificate le regione dei due omeoalleli GW2 

interessate dalla presenza di domini funzionali, più adatte all’analisi TILLING, in termini di probabilità 

di individuare mutazioni deleterie. Nell’allele GW2-A, sono stati identificati due domini conservati 

indicati con le sigle IPB003888 corrispondente al dominio N-terminale e IPB007696 al C-terminale 

(dato non mostrato). Nella figura 4.22 viene riportata la regione conservata del blocco IPB003888 

all’interno della sequenza amminoacidica di GW2-A. L’analisi dell’omeologo GW2-B ha mostrato la 

sola presenza del dominio IPB003888 nella regione N-terminale. L’individuazione dei domini 

conservati è stata utilizzata per la valutazione dell’effetto delle mutazioni missenso sulla funzionalità 

della proteina. In figura 4.23 è riportata la sequenza del gene GW2-A che è stata ritenuta più idonea per 

l’analisi TILLING per l'alta frequenza di siti "caldi"; la tabella 4.6 riassume gli esoni che sono stati 

analizzati e il numero di nucleotidi identificati dal programma 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 

ttgggaaccactgtaattttccctgtcctaaaaaatgcatgtttttttttcttaattgtag tac tac     1921 

  ^^^  ^^ ^ ^       ^^^ ^ ^^        ^^  ^         ^      ^  #   =   = 

 P   S   L   N   R   S   K   C   C   S   K   G   I   C   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 #    ^   ^ 

                                                                          84 

tgtcctactagctactaccagtgattgtgtgttacttgttaggtgcaaatttccttacatgtcttgtttggt  2049 

 ^ ^^  ^  ^^  ^  ^^ ^ ^   ^ ^ ^   ^  ^   ^^ ^^      ^^   ^  ^ ^  ^   ^^ 

             C   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   *     I     SL   I  Y    I  TV  *Q  SL   I  *   # 

 C   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=   =     TV  M = K =     CH  SD  I     =  I 

 K   E   E   R   S   I   E   Q   F                                         126 

aag gag gaa agg agc ata gag caa ttt gtaagtcttattccctaatgtgtttgtttttgtgtt  2321 

  = K = K    K=  N=     K = *       #   ^ ^     ^^^    ^ ^   ^     ^ ^ 

                                                      E   E   Q   K   V    131 

gatattagaaagccaaattcatttactttatcttgtataaattttgttacag gaa gaa cag aaa gtc  2388 

^      ^   ^^^     ^     ^     ^  ^          ^   ^ # K   K   * =     I = 

 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 = WQ= * = *   TV  F   *   N = K   K = N     = 

 M   K   R   K   Q   S   R   C   S   S   S   R   T   I   A   P   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   I    = TV  SL   I   I 

 E   V   E   Y   R   D   I   C   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=  I   F=      L  M # ^ ^^ ^  ^   ^^ ^ 

                                                                           181 

aaatgtacacatttaataatgtcaatttttctgtagtttaatctgataacttacaatttactatgttcgttg  2626 

    ^  ^ ^          ^ ^       ^ ^  ^      ^ ^    ^   ^      ^   ^  ^^  ^ 

        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 

^ #  = SL   L=   = *    Y   I= * = *   K    I  K    Y   Y   L=  F  K = 

 P   S   C   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    =   I WQ=  F    = Y    F   K= Y    I  CH # 

                 

 

Figura 4.22. Identificazione della regione conservata corrispondente al dominio IPB003888 all’interno della sequenza 
amminoacidica della proteina GW2-A. La regione sottolineata indica il dominio conservato; i residui amminoacidici in verde 
rappresentano le posizioni amminoacidiche che sono meglio conservate all’interno del blocco; gli amminoacidi in rosso 
indicano i residui meno conservati e predetti essere meno importanti per il funzionamento della proteina. Gli asterischi e i 
cancelletti ed il simbolo uguale indicano, rispettivamente, i nucleotidi che in seguito al trattamento con EMS, potrebbero 
provocare un codone di stop prematuro, modificare il sito di splicing o mutazioni silenti. 
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AGTACTACCCAAGCCTTAACCGATCAAAATGTTGCTCGAAAGGGATATGTACAGGTAATGTATCTGTCCTACTAG

CTACTACCAGTGATTGTGTGTTACTTGTTAGGTGCAAATTTCCTTACATGTCTTGTTTGGTATTTTGCAGAGTGC

TTTCTTCAAATGAAACCAACTCATACTGCTCGACCTACACAGTATCCTTCATACCATCTCTGTTCTTGTTTCAAA

TATCCTGTATTGGTAAGTAATGTATGGGCCTTGTCAATTCTCACGGTAACACTTAACCAATAAAGATGCCCATTC

TGCAAAACCCCCAACTATGCTGTGGAGTATCGTGGTGTAAAGACAAAGGAGGAAAGGAGCATAGAGCAATTTGTA

AGTCTTATTCCCTAATGTGTTTGTTTTTGTGTTGATATTAGAAAGCCAAATTCATTTACTTTATCTTGTATAAAT

TTTGTTACAGGAAGAACAGAAAGTCATTGAAGCACAGATGAGGGTGCGGCAGCAAGCACTTCAAGACGAAGAGGA

TAAGATGAAAAGAAAACAGAGTAGGTGCTCTTCTAGCAGAACAATCGCTCCAACAACAGAAGTGGAGTATCGAGA

TATTTGCAGCACATCCTATTCAGGTCTGCACTAGATACGACAAATGTACACATTTAATAATGTCAATTTTTCTGT

AGTTTAATCTGATAACTTACAATTTACTATGTTCGTTGCAGTGCCATCGTACCAATGTACCCAGCAAGAAACTGA

ATGTTGTTCGTCTGAGCCTTCATGTTCTGCTCAGGCTAACATGCGGTCTTTCCATTCTAGGCATACTCGGT 
 

Figura 4.23. Immagine illustrativa delle regione analizzata del gene GW2-A. In verde sono evidenziati le regioni esoniche; in 
viola i nucleotidi che se mutati portano ad un codone di stop; in rosso i siti di splicing.  

 

Tabella 4.6. Identificazione dei nucleotidi che se mutati dall'EMS, provocano un codone di stop prematuro nei vari esoni del 
gene GW2-A. 
 

ESONE NUCLEOTIDI 

2 1 

3 3 

4 1 

5 7 

6 4 

 

In totale sono stati individuati 16 nucleotidi che, se mutati, portano alla formazione di codoni di stop 

prematuri causando la perdita della funzione della proteina 

L’allineamento delle sequenze genomiche degli alleli GW2-A e GW2-B ha permesso di identificare 

regioni geniche adatte a disegnare coppie di oligonucleotidi genoma specifici per i due alleli da poter 

utilizzare per le analisi TILLING. La specificità dei primer è stata testata utilizzando le linee 

ditelosomiche di frumento tenero Chinese Spring. In specifico sono state utilizzate le linee ditelosomiche 

prive dei bracci corti del cromosoma 6, in cui sono localizzate le tre copie omeologhe del gene GW2 di 

frumento tenero (Su et al, 2011; Tabella 4.7). 

 

Tabella 4.7. Composizione cromosomica delle linee ditelosomiche di Chinese 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 è riportata l’analisi elettroforetica dei prodotti PCR ottenuti da due coppie di 

oligonucleotidi specifiche, rispettivamente, per gli omoeoalleli GW2-A e GW2-B (Tabella 3.9). Nella 

individuazione degli oligonucleotidi specifici per i due omeoalleli non si è tenuto conto del gene GW-
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2D (genoma D). Nella figura 4.24a la banda corrispondente all’amplificato della linea Cs6AL, che 

doveva essere assente, risulta di dimensioni differenti perché è il prodotto dell’amplificazione del gene 

GW2 localizzato sul genoma D (dato confermato mediante sequenziamento).  

 

 
 

Figura 4.24. Separazione su gel di agarosio all’1,2% del prodotto PCR ottenuto con primer specifici per gli alleli GW2-A (a) 
e GW2-B (b) sul DNA genomico delle linee ditelosomiche Chinese Spring Cs6AL, Cs6BL e Cs6DL prive rispettivamente dei 
bracci corti dei cromosomi 6A, 6B e 6D. Cs indica la cv di frumento tenero Chinese spring mentre Sv indica la cv di frumento 
duro Svevo. M, Marker Genedirex 100 bp. 
 

Sia per il genoma A che per il genoma B, gli oligonucleotidi sono stati disegnati in modo da amplificare 

la regione del gene identificata dal programma CODDLE, contenente un’alta densità di regione 

codificante. Le due coppie di primer amplificano la regione che si estende dall’esone 2 all’esone 6 (Fig. 

4.25). 

 

 
 

Figura 4.25. Schema dei frammenti PCR amplificati dalle coppie di oligonucleotidi genoma specifici per i due omeoalleli 
GW2-A e GW2-B. I rettangoli in verde rappresentano gli esoni; le regioni introniche sono rappresentate dalle linee orizzontali 
nere; la numerazione si riferisce alla posizione degli introni all’interno del gene; la freccia arancione e rossa indicano, 
rispettivamente, gli oligonucleotidi specifici per l’allele GW2-A e GW2-B. 
 

4.4.5.2. Produzione degli ampliconi per l’analisi High Resolution Melting 

Gli ampliconi omeologhi specifici sono stati ottenuti mediante PCR sui pool costituiti ciascuno da due 

genotipi della collezione di DNA genomico estratto dalle piante M2 della popolazione mutagenizzata.  

Gli ampliconi di dimensioni ottimali per l’analisi HRM sono stati prodotti attraverso una strategia di 

Nested-PCR: i frammenti PCR omeologo-specifici, descritti nel paragrafo precedente, sono stati 

utilizzati come DNA stampo in una seconda reazione PCR finalizzata alla produzione di frammenti 

corrispondenti ciascuno alla regione genica di un singolo esone e di dimensioni comprese tra 141 e 281 

bp. Le coppie di oligonucleotidi utilizzate (Tabella 3.11) sono posizionate a circa 20 nt a monte 
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(forward) e a valle (reverse) dell’esone target. Questo tipo di strategia risulta essere selettiva per 

l’individuazione di SNP localizzati nella regione codificante ed è ideale nel caso di geni ricchi di regione 

non codificante come i geni GW2. 

4.4.5.3. Nuove varianti alleliche identificate per i due omeologhi GW2 

L’analisi delle popolazione mutagenizzata tramite HRM è stata condotta come descritto nel 

sottocapitolo 4.3. I genotipi che sono stati identificati come putativi mutanti, sono stati confermati 

tramite sequenziamento e sono state individuate sia mutazioni in condizione omozigote che eterozigote. 

Tutte le mutazioni identificate sono transizioni del tipo C→T e G→A, coerentemente con l’effetto del 

trattamento con EMS applicato alla popolazione (Greene et al. 2003: Till et al. 2004). 

In tabella 4.8 sono riportati i dati relativi al numero di piante analizzate e dei mutanti identificati per 

ciascuno allele GW2. In totale sono state identificate 29 nuove varianti alleliche: 16 per il gene GW2-A 

e 13 per il GW2-B. Inoltre, è stata calcolata una frequenza media di mutazione di circa 1 SNP ogni 61 

Kb per il gene GW2-A e di 1 SNP ogni 82 Kb per il gene GW2-B.  

 

Tabella 4.8. La frequenza di mutazioni associata alla popolazione è stata calcolata secondo la formula: (dimensione regione 
analizzata) x (N° piante analizzate)/(N° di mutanti identificati). 
 

Amplicone 
Dimensioni 

(bp) 

N° piante 

analizzate 

Mutationi 

identificate 

Frequenza 

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 mediante il programma PARSESNP per l’allele GW2-A e GW2-B. Nella 
seconda colonna (Cambiamento nucleotidico) è riportata la mutazione nucleotidica e la relativa posizione a partire dall’ATG 
della sequenza genica, mentre nella terza colonna (Effetto) è riportata la sostituzione amminoacidica che ne scaturisce e la 
relativa posizione nella sequenza proteica. La presenza della mutazione in una zona non codificante è indicata con Introne, 
mentre la mutazione sul sito di splicing è indicata con Splic. Jun. I valori PSMM vengono mostrati per le mutazioni missenso 
che cadono all’interno di un Blocco-dominio conservato; valori di PSMM>10 (in rosso) indicano che la mutazione provoca un 
profondo cambiamento rispetto al Blocco di riferimento; i valori <0 (in verde) indicano SNP che rendono la proteina più simile 
al blocco di riferimento. I valori di SIFT inferiori a 0,05 (in rosso) indicano che la mutazione è predetta deleteria per la 
funzionalità della proteina. 
 

Allele 
Cambiamento 

nucleotidico 
Effetto PSSM SIFT Zigosità 

GW2-A 

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 

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 

GW2-B 

C1915T P69L -10.6 1.00 Eterozigote 

G1960A Splic. Jun   Omozigote 

C2110T Introne   Eterozigote 

C2209T C103=   Omozigote 

G2369A E127K   Eterozigote 

G2440A M150I   Eterozigote 

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 Eterozigote 

C2905T Introne   Eterozigote 
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Tabella 4.10. Mutazioni identificate nei due omeoalleli GW2 
 

Gene 
Non 

codificanti 
Silenti Missenso 

Non 

senso 

Siti di 

splicing 

GW2-A 4 5 7 0 0 

GW2-B 2 1 9 0 1 

 

Le nuove varianti alleliche identificate sono state analizzate attraverso il programma PARSESNP al fine 

di valutare l’effetto delle mutazioni missenso sulla funzionalità della proteina. La quasi totalità delle 

mutazioni identificate ricadono nelle regione codificante dei due alleli; la maggior parte (16) sono 

risultate mutazioni missenso, di cui 7 nel gene GW2-A e 9 nel GW2-B (Tabella 4.13). Sono state, inoltre, 

individuate 5 mutazioni silenti per l’allele GW2-A e una per l’allele GW2-B; 4 mutazioni nelle regioni 

non codificanti del gene GW2-A e 2 nel gene GW2-B (Tabella. 4.10). 

Per l’allele GW2-A non sono state trovate mutazioni predette deleterie per la funzionalità della proteina. 

Tuttavia, la variante allelica G1962A (GW2-AC82Y) causa una sostituzione dell’amminoacido cisteina 

(C) in tirosina (Y) in posizione 82 interessando proprio una delle 7 cisteine conservate del dominio 

RING, coinvolte nel legame con lo ione zinco necessario per la formazione del motivo a dita di zinco 

(Figura 4.26). 

 

Figura 4.26. L’immagine mostra l’allineamento tra il dominio RING della proteina GW-A e della variante allelica 4. In grigio 
sono evidenziati i residui amminoacidici comuni. 
  

Per quanto riguarda, invece, l’allele GW2-B è stata identificata una mutazione sul sito di splicing (GW2-

B-) tra il secondo esone e il secondo introne. In questo mutante, la G è mutata in A nella posizione 1960 

dall’ATG e questo cambiamento provoca la perdita della sequenza di splicing (GT) e di conseguenza 

un non corretto processamento del mRNA.  

Tre mutazione missenso, predette deleterie per la funzionalità della proteina, sono state identificate nel 

dominio IPB00388D. La mutazione G188E (GW2-BG188E) presenta un valore di PSSM > 10, mentre le 

altre due mutazioni (S178F, S180L), non hanno valori significati di PSMM ma presentano 

rispettivamente valori di SIFT di 0 e 0.01. Questi valori, sono inferiori al limite 0.05; per cui la 

sostituzione amminoacidica potrebbe avere un effetto deleterio sulla funzionalità della proteina GW2-

B. Infine, è stata identificata una mutazione missenso (GW2-BP69L) che non presenta valori di PSMM > 

10, ma risulta interessante perché è situata all’interno del dominio RING. Questa mutazione è altamente 

probabile che abbia effetti deleteri sulla funzione della proteina, essendo tale dominio conservato non 

solo tra i due omeoalleli di frumento duro, ma anche tra gli ortologhi delle principali specie cerealicole 

(Figura. 4.20). 

                                     C1C2                         C3      C4 C5           H6            C7  C8 

GW2-A           CPICFLYYPSLNRSKCCSKGICTECFLQMKPTHTARPTQCPFC 
GW2-A MUTATA    CPICFLYYPSLNRSKCCSKGIYTECFLQMKPTHTARPTQCPFC 
                ********************* ********************* 

         RING DOMAIN  
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La disponibilità di nuove varianti alleliche, che presentano cambiamenti amminoacidici nei domini 

catalitici dell’enzima, rappresentano uno strumento utile per la caratterizzazione funzionale della 

proteina GW2, la cui funzione non è ancora ben nota. In figura 4.27 è riportata la posizione di tutte le 

mutazioni identificate all’interno dei due alleli.  

 

 
 

Figura 4.27. Rappresentazione schematica delle mutazioni individuate per i due alleli GW2-A e GW2-B. Le linee in verde 
rappresentano le regioni del gene interessate dalla presenza dei domini conservati. I triangoli rivolti verso l’alto rappresentano 
i polimorfismi localizzati nelle regioni esoniche; il triangolo in rosso mostra la mutazione nel sito di splicing; i triangoli in nero 
e in viola rappresentano, rispettivamente, le mutazioni missenso e le mutazioni silenti. 
 

4.4.6. Predizione struttura secondaria delle proteine omeologhe GW2 mutate 

Attraverso l’utilizzo del programma bioinformatico GOR IV è stato possibile predire la struttura 

secondarie delle proteine GW2-A_WT, GW2-B_WT e delle varianti alleliche rispettivamente del 

genoma A (GW2-AC82Y) e B (GW2-BP69L e GW2-BE188K). L’analisi ha mostrato che le proteine mutate 

GW2-AC82Y e GW2-BP69L presentano una conformazione nella struttura secondaria diversa rispetto alle 

proteine wt. Invece, il cambiamento amminoacido E188K non porta cambiamenti nella conformazione 

della proteina (Figura 4.28). 

4.4.7. HRM genotyping delle mutazioni predette deleterie nella progenie M 4 

Le linee GW2-BP69L e GW2-BG188E presentano la mutazione di interesse, nella popolazione TILLING 

M2, in condizione eterozigote. Attraverso l’uso dell’HRM genotyping è stata analizzata la progenie M4 

allo scopo di individuare piante omozigoti per tali mutazioni (Figura 4.29). 

Per ottenere un amplificato specifico per il gene GW2-B è stata effettuata una prima PCR con i primer 

utilizzati per il TILLING (Tabella 3.9). La Nested-PCR è stata effettuato utilizzando i primer specifici 

per le mutazioni di interesse (Tabella 3.12). 

Della linea GW2-BP69L sono state analizzate 8 piante di cui 2 omozigoti, 3 WT e 3 eterozigoti per la 

mutazione C1915T. Della linea GW2-BG188E sono state analizzate 10 piante per la mutazione G2645A 

e 6 sono risultate omozigoti mentre le restanti sono risultante WT. 
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Figura 4.28. Predizione GOR IV della struttura secondaria delle proteine GW2-A_WT, GW2-B_WT e delle varianti alleliche 
rispettivamente del genoma A (GW2-AC82Y) e B (GW2-BP69L e GW2-BE188K). I rettangoli rossi mettono in evidenza le regioni 
interessate dalle mutazioni responsabili della variazione di struttura secondaria delle proteine mutate se confrontate con le 
rispettive controparti WT. 
 
 

 
 
Figura 4.29. Analisi HRM genotyping della popolazione M4 dei mutante GW2-BG188E e GW2-BP69L. (a) Curve di melting dei 
campioni analizzati della linea GW2-BG188E in grigio ed in rosso sono indicati rispettivamente i campioni omozigoti e WT per 
la mutazione. (b) Curve di melting dei campioni analizzati della linea GW2-BP69L; in grigio, in rosso ed in blu sono indicati 
rispettivamente i campioni eterozigoti (ETERO), omozigoti (OMO) e WT per la mutazione. 
 

4.4.8. Analisi del gene GW2-A nel mutante naturale Lankaodali 

In un recente lavoro, è stata identificata una varietà cinese di frumento tenero (Lankaodali) a seme 

grande (Yang et al. 2012). Tale carattere è stato associato alla presenza di uno SNP (inserzione di una 

T) nell’esone 8 del gene GW2-A che provoca lo slittamento del frame di lettura e la formazione di un 

codone di stop prematuro. Yang et al. (2012) hanno disegnato dei primer per un saggio PCR in grado di 
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discriminare per la presenza/assenza dell’inserzione e che possono essere utilizzati in programmi di 

breeding.  

In questo lavoro di tesi, al fine di aumentare la dimensione del seme in varietà commerciali italiane, la 

varietà Lankaodali è stata incrociata con la cultivar di frumento duro Svevo e la varietà di frumento 

tenero Rebelde. La progenie F1 è stata analizzata con i primer di Yang et al. (2012) ma non è stato 

possibile distinguere la presenza o assenza del polimorfismo. Il sequenziamento del gene GW2-A di 

Lankaodali ha mostrato, che differentemente da quanto riportato da Yang et al. (2012), non è presente 

l’inserzione di una base sull’esone 8 (Figura 4.30). Tuttavia, l’allineamento tra le sequenze GW2-A 

isolate dalla varietà Lankaodali e dalla cultivar Svevo, ha mostrato la presenza di una delezione di 113 

bp nella regione del promotore di Lankaodali a -116 bp dall’ATG. Questa regione include il sito di inizio 

della trascrizione (TSS, Transcription Start Site) e la TATA Box (predetti da Su et al. 2010; Figura 

4.31). 

 

 
 
Figura 4.30. Allineamento tra la sequenza ottenuta di GW2-A di Lankaodali e la sequenza identificata nel lavoro di Yang et 
al. 2012. Lk; Lankaodali. 
 
 

 
 
Figura 4.31. Immagine rappresentativa della regione del promotore del gene GW2-A. La freccia nera indica la sequenza del 
promotore del gene GW2-A; in verde è rappresentata la delezione presente nella varietà Lankaodali. Sv, Svevo; Lk, 
Lankaodali; TSS, Transcription Start Site. 
 

4.4.9. Disegno di un saggio di tipo PCR-MAS per l’identificazione della delezione nel 
promotore identificata in Lankaodali 

Per verificare la presenza o assenza della delezione nella regione del promotore in popolazioni 

segreganti o tra differenti varietà, sono stati disegnati dei primer specifici per l’allele GW2-A (AS-PCR) 

che discriminano per la presenza o assenza di tale polimorfismo. Attraverso la AS-PCR è stato possibile 

analizzare la progenie degli incroci F1 tra la varietà Lankaodali e la cultivar di frumento duro Svevo e 

la varietà di frumento tenero Rebelde (Figura 4.32). 
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Figura 4.32. Analisi elettroforetica della progenie F1 Lankaodali x Rebelde (campioni 1, 2, 3, 4) e Lankaodali x Svevo 
(campioni 5, 6, 7); Frammento Sv e R 469 bp; Frammento Lankaodali 356 bp; R, Rebelde; Sv, Svevo; Lk, Lankaodali. 
M, Marker Genedirex 100 bp. 
 

4.4.10. Analisi del promotore del gene GW2-A in diverse specie e varietà di frumento 

L’analisi del polimorfismo della regione del promotore di GW2-A è stata condotta sui frumenti 

selvatici diploidi, su le forme selvatiche e coltivate dei tetraploidi e su alcune varietà di frumento 

esaploide (Tabella 3.1). Nessuno dei frumenti analizzati ha presentato la delezione riscontrata in 

Lankaodali nella regione del promotore (dato non mostrato).  
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5. Discussione 
 

Nel presente lavoro di dottorato è stata utilizzata una piattaforma TILLING di frumento duro (cv Svevo; 

Bovina et al. 2014) per identificare nuove varianti alleliche nei geni SBEIIa e GW2 con l'obiettivo di 

migliorare sia le caratteristiche qualitative sia le rese della granella. La cultivar Svevo è stata scelta sia 

per le elevate caratteristiche qualitative nel processo di pastificazione che per la sua importanza a livello 

economico in Italia. Svevo è una cultivar primaverile precoce, caratterizzata da un alto contenuto 

proteico, un buon indice di giallo della semola e soprattutto un’elevata attitudine alla trasformazione 

industriale. 

Negli ultimi anni, il TILLING è stato riconosciuto un valido strumento per il miglioramento delle 

colture, tra cui anche il frumento (Dong et al. 2009a; Uauy et al. 2009; Sestili et al 2010a; Botticella et 

al. 2011; Hazard et al. 2012; Slade et al. 2012; Chen et al 2012; Bovina et al. 2014). Il TILLING è una 

tecnica di genetica inversa che combina la mutagenesi classica con tecniche ad alta processività per il 

rilevamento di mutazioni puntiformi. I mutanti, indotti attraverso trattamento chimico con EMS, sono 

caratterizzati da polimorfismi a singolo nucleotide che hanno un effetto poco invasivo nel genoma della 

specie target. Il TILLING presenta diversi vantaggi rispetto ad altre tecniche di genetica inversa come, 

ad esempio, la mutagenesi inserzionale e l’RNAi. L’applicazione di queste tecniche implicano l’utilizzo 

della trasformazione genetica e della rigenerazione delle piante, processi mal tollerati dai cereali. Inoltre, 

la mutagenesi inserzionale non permette di generare serie alleliche ma unicamente mutanti loss-of-

function. Le varietà generate attraverso il TILLING non sono sottoposte a norme di registrazione e 

commercializzazione restrittive come quelle previste invece per le piante transgeniche. 

L’utilizzo di questa tecnica è particolarmente utile in frumento e in generale nelle piante con genomi 

poliploidi, dove la selezione dei caratteri d’interesse a livello fenotipico risulta difficile a causa della 

ridondanza di funzione dei geni omeologhi. Attraverso il TILLING è possibile identificare nuove 

varianti alleliche caratterizzate da mutazioni presenti nei domini conservati delle proteine. La 

disponibilità di genotipi caratterizzati da queste mutazioni rappresenta una risorsa d’interesse per studi 

funzionali con lo scopo di stabilire il ruolo svolto dai singoli amminoacidi nell’attività catalitica della 

proteina. Tuttavia la potenzialità maggiore del TILLING è la possibilità di generare mutanti knock-out, 

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

 

Identificazione di nuova variabilità genetica nei loci SBEIIa attraverso il TILLING  

In frumento, i geni SBEIIa sono stati associati a caratteri qualitativi di interesse relativi alle proprietà 

nutrizionali e tecnologiche delle farine. La perdita di funzione dei geni SBEIIa, sia in frumento tenero 

che in frumento duro, porta a fenotipi caratterizzati da un drastico incremento del contenuto di amilosio 

(Regina et al. 2006; Sestili et al. 2010b; Slade et al. 2012; Botticella et al. unpublished). Nei cereali, il 

fenotipo high amylose ha negli ultimi anni suscitato notevole interesse per le sue potenzialità di produrre 

alimenti ricchi in amido resistente, un componente bioattivo che apporta notevoli benefici alla salute 

umana. L’amido resistente è un componente ad azione prebiotica che stimola la produzione di SCFA ed 
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in particolare del butirrato che rappresenta uno dei composti preposti al mantenimento dei colonociti e 

alla prevenzione di importanti malattie come il cancro. L’aumento della percentuale di amido non 

digerito contribuisce alla diminuzione dell’indice glicemico degli alimenti e rappresenta una nuova 

opportunità nella gestione di diverse malattie legate a disturbi alimentari, molto diffuse nel mondo 

occidentale. Inoltre, le farine con un elevato contenuto di amilosio migliorano il nervo della pasta e la 

croccantezza di alcuni prodotti da forno quali waffles e cracker senza comprometterne la palatabilità.  

Un fattore determinante per l’applicazione del TILLING è la disponibilità di sequenze che permettano 

di disegnare oligonucleotidi specifici in grado di isolare le sequenze codificanti per la proteina o il 

dominio proteico d’interesse producendo robuste amplificazioni PCR (Comai e Henikoff 2006). In 

specie poliploidi, come il frumento, l’utilizzo del TILLING è subordinato alla disponibilità di 

amplificazioni PCR omeoallele-specifiche che richiedono la conoscenza delle sequenze nucleotidiche 

dei singoli omeologhi codificanti per la proteina di interesse. 

Precedentemente, nel nostro laboratorio, sono state isolate da frumento tenero le sequenze dei geni 

omeologhi SBEIIa. Attraverso l’utilizzo di tool bioinformatici, sono state identificate le regioni dei geni 

maggiormente idonee per l’analisi TILLING e sono stati disegnati gli oligonucleotidi utili per lo 

screening (Botticella et al. 2011). Inoltre è stata messa a punto la tecnica dell’HRM come metodo di 

rilevamento delle mutazioni puntiformi nei geni SBEIIa (Botticella et al. 2011). 

Nel presente lavoro, dopo aver validato l’efficienza dei primer riportati da Botticella et al. (2011) in 

frumento duro, sono state identificate una serie di varianti alleliche per entrambi gli omeologhi SBEIIa. 

Per questi geni è stata calcolata una densità di mutazione di 1 SNP ogni 50,5 Kb analizzate. Questo 

valore è risultato migliore rispetto alla frequenza di mutazione (1 SNP su 68 Kb) identificata da Uauy 

et al. (2009) per gli stessi geni SBEIIa in un’altra popolazione TILLING di frumento duro. La 

popolazione mutagenizzata di Uauy et al. (2009) è stata ottenuta attraverso un trattamento mutageno più 

intenso (0,75% di EMS per 18 h) rispetto a quello utilizzato per generare la popolazione utilizzata nel 

presente lavoro (0,7% di EMS per 16 h; Bovina et al. 2014). Lo screening delle mutazioni per i geni 

d’interesse nella popolazione di Uauy et al. (2009) è stata analizzata utilizzando un metodo di rilevazione 

basato su gel di poliacrilammide non denaturante. Questo risultato suggerisce che l’HRM risulta uno 

strumento altamente efficace nel rilevamento delle mutazioni puntiformi in popolazioni TILLING, come 

confermato nel lavoro di Botticella et al. (2011).  

L’HRM è un saggio closed-tube che viene eseguito direttamente su frammenti PCR e non prevede alcun 

processamento post PCR degli ampliconi. Tale tecnica offre vantaggi in termini di costi e soprattutto di 

tempo rispetto agli altri metodi di identificazione di mutazione utilizzati nel TILLING (Hofinger et al. 

2009). Sebbene il costo degli strumenti HRM sia paragonabile a quello del 4300 DNA Analyzer (LI-

COR) comunemente utilizzato nel TILLING, il metodo HRM offre notevoli vantaggi nel risparmio di 

materiale di consumo perché non richiede analisi su gel degli ampliconi. L’analisi al LightScanner 

richiede inoltre al massimo 10 min per generare le curve di melting degli ampliconi e l’identificazione 

dei profili mutanti. 
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In questo lavoro sono state generate varianti alleliche caratterizzate dalla presenza di SNP deleteri per i 

due geni omeologhi SBEIIa. In particolare, sono state identificate due linee che presentano 

rispettivamente un codone di stop prematuro nell’allele SBEIIa-A e SBEIIa-B.  

Per l’allele SBEIIa-A, sono state identificate diverse mutazioni predette non tollerate per la funzionalità 

dell’enzima. Queste mutazioni risultano utili per caratterizzare a livello funzionale le diverse regioni 

della proteina. In particolare, la linea SVEMS_1433 ha presentato dei valori di PSMM e SIFT molto 

significativi che indicavano la non tolleranza del cambiamento amminoacidico indotto dalla mutazione. 

Nello specifico, tale linea è caratterizzata dalla presenza di uno SNP (da G ad A) a ridosso del sito di 

splicing (ss) del decimo introne, nel dominio N-terminale caratteristico della famiglia degli enzimi 

glicoside-idrosilasi. In letteratura è riportato che mutazioni di questo tipo potrebbero portare a fenomeni 

di splicing alternativo (Fairbrother et al. 2004). A tal proposito, sia in pianta che negli animali sono state 

identificate della regioni regolatrici dello splicing degli esoni definite ESE (Exonic Splicing Enhancers; 

Tian e Kole 1995; Coulter et al. 1997; Liu et al. 1998; Schaal e Maniatis 1999; Fairbrother et al. 2002). 

Gli ESE si trovano maggiormente nelle regioni esoniche nelle vicinanze del 5’ e 3’ dei ss. Mutazioni in 

tali regioni portano ad un non corretto processamento dell’RNA e di conseguenza a fenotipi aberranti. 

L’analisi sul genoma umano condotta da Faber et al. (2010) ha correlato la presenza di malattie a splicing 

alternativi nei geni di interesse, dovuti a SNP nelle vicinanze o adiacenti al sito di splicing. Considerando 

tali meccanismi, la linea SVEMS_1433 potrebbe rappresentare un valido strumento per lo studio 

funzionale dei meccanismi di splicing, ed in particolar modo sulla caratterizzazione degli elementi ESE, 

negli organismi vegetali. 

Con lo scopo di caratterizzare fenotipicamente la mutazione deleteria SVEMS_1433 ed ottenere fenotipi 

di interesse è stato effettuato un programma di incrocio con la linea mutante nulli SBEIIa-B-.  

 

MAS basato sull’HRM per la selezione delle mutazioni nei programmi di incrocio  

Le strategie di MAS rappresentano uno strumento largamente utilizzato nei programmi di breeding 

moderni. Nel presente lavoro è stato messo a punto un saggio MAS basato sull’HRM per identificare le 

mutazioni di interesse all’interno di popolazioni segreganti. Il saggio prevede lo studio delle curve di 

melting di piccoli ampliconi (da 50 a 100 bp) attraverso il quale è possibile discriminare per la presenza 

dello SNP. L’applicazione dell’EMS induce transizioni di tipo G→A e C→T che portano a un 

abbassamento della temperatura di melting degli ampliconi d’interesse. I genotipi omozigoti per la 

mutazione sono facilmente distinguibili rispetto agli omozigoti wt perché presentano una perdita di 

fluorescenza più rapida. I genotipi eterozigoti, invece, sono caratterizzati da un tipico doppio picco della 

curva di melting ed anch’essi possono essere facilmente discriminati. L'HRM genotyping è un saggio 

close-tube rapido e poco costoso, che richiede solamente l’utilizzo della PCR e l’analisi delle curve di 

melting al LightScanner. Questa tecnica è stata utilizzata con successo per l’analisi delle popolazioni 

segreganti per le mutazioni SBEIIa-A-, SBEIIa-B- e SVEMS_1433. 
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Analisi dei trascritti nei mutanti singoli nulli e doppio nulli per il gene SBEIIa 

L’analisi di espressione condotta nelle linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B- e sulla linea doppio 

nulli SBEIIaA-B- ha mostrato che entrambi gli alleli presentavano un livello di messaggeri ridotto 

rispetto al wt sia nel mutante doppio nulli sia nelle rispettive linee singolo nulli. Le mutazioni in 

entrambe le linee singolo nulli causano codoni di stop prematuri nella regione codificante. Le mutazioni 

nonsenso spesso portano a ridotti livelli di RNA dovuti al meccanismo di degradazione dei trascritti 

aberranti “nonsense-mediated mRNA decay” (NMD). NMD costituisce un meccanismo di controllo 

qualità dell’mRNA che previene la formazione di proteine tronche degradando gli mRNA ed è presente 

in molti organismi tra cui le piante (Filichkin et al. 2010; Behm-Ansmant et al. 2007). In frumento, 

ridotti livelli di mRNA sono stati riportati per diversi geni che contenevano codoni di stop prematuri tra 

cui le subunità gluteniniche HMW, i geni waxy, il gene polifenol ossidasi (Zhu et al. 2005; Sainto e 

Nakamura 2005; Sun et al. 2011). Botticella et al. (2011) e Slade et al. (2012) hanno ipotizzano che il 

meccanismo NMD possa intervenire anche nella degradazione dei messaggeri dei geni SBEIIa nelle 

linee SBEIIa nulli dove è presente un codone di stop prematuro. 

 

Analisi del contenuto di amilosio nei mutanti SBEIIa 

Il contenuto di amilosio di entrambe le linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B- non ha mostrato una 

differenza significativa rispetto al contenuto di amilosio della linea di controllo nulli segregante wt. 

Questi dati confermano che la perdita di funzione di un singolo omeoallele SBEIIa non è sufficiente per 

aumentare il contenuto di amilosio; tale risultato è in accordo con precedenti lavori (Botticella et al. 

2011; Slade et al. 2012; Hazard et al. 2012). Al contrario, le tre linee sorelle doppio nulli SBEIIa-A-B- 

hanno mostrato rispettivamente un contenuto di amilosio del 158, 162 e 178% superiore rispetto a quello 

della linea nulli segregante wt. Valori simili di amilosio sono stati ottenuti in frumento duro in mutanti 

TILLING doppio nulli SBEIIa da Slade et al. (2012) mentre le linee di frumento duro SBEIIa silenziate 

attraverso RNAi hanno mostrato un contenuto di amilosio più alto (Sestili et al. 2010b). In frumento 

tenero, la perdita d’espressione dei tre omeoalleli SBEIIa, porta ad un aumento di amilosio di circa 250% 

(Slade et al. 2012: Botticella et al. unpublished) superiore all’aumento che si ottiene in frumento duro 

(Slade et al. 2012; Hazard et al. 2012).  

 

Analisi dei granuli di amido nei mutanti SBEIIa 

Dato che la struttura ed il contenuto dell’amilopectina giocano un ruolo significativo 

nell’organizzazione e nella morfologia dei granuli di amido, tali caratteristiche sono state analizzate nei 

mutanti TILLING SBEIIa ottenuti nel presente lavoro. L’analisi morfologica dei granuli di amido ha 

mostrato una marcata differenza tra la linea doppio nulli SBEIIa-A-B- e le linee di controllo Svevo e 

nulli segregante wt. I granuli di tipo A sono apparsi più piccoli, deformati ed hanno perso la tipica forma 

ellissoidale; anche i granuli di tipo B hanno mostrato cambiamenti morfologici rispetto alla loro normale 

forma sferica, presentando una forma più allungata. Risultati simili sono stati ottenuti in lavori 

precedenti per linee SBEIIa silenziate tramite RNAi (Regina et al. 2006; Sestili et al. 2010b) che per le 



 

111 

 

linee doppio nulli SBEIIa ottenute attraverso il TILLING (Slade et al. 2012). Nessuna differenza rispetto 

alla linea controllo è stata osservata per le linee singolo nulli SBEIIa-A- e SBEIIa-B-. Questo risultati 

sono coerenti con il contenuto di amilosio osservato. 

 

Caratterizzazione del mutante SVEMS_1433 

La linea mutante SVEMS_1433 è caratterizzata dalla presenza di una mutazione predetta deleteria per 

la funzionalità della proteina dal programma bioinformatico PARNESNP. In frumento, come descritto 

da Fu et al. (2009), diversi mutanti, che presentavano dei valori di PSMM e SIFT deleteri per il gene 

WKS1, hanno mostrato un fenotipo loss-of-function. Attualmente, per verificare che la mutazione abbia 

realmente un effetto deleterio per la funzione dell'enzima SBEIIa-A, è stato effettuato un esperimento 

di incrocio tra la linea SVEMS_1433e la linea SBEIIa-B-. Le linee doppio nulli SVEMS_1433-SBEIIa-

B- sono in fase di caratterizzazione ed il fenotipo atteso è simile a quello della linea doppio nulli SBEIIa-

A-B-.  

La linea mutante SVEMS_1433 ha mostrato un fenotipo simile alle linee doppio nulli SBEIIa-A-B- con 

un contenuto di amilosio totale del 55% e una morfologia dei granuli profondamente alterata. Tale 

risultato è stato imputato ad una possibile mutazione nell’altro omeoallele (SBEIIa-B). Il suo 

sequenziamento ha confermato la presenza di una mutazione in omozigosi nella stessa posizione 

(G364E) a quella identificata nell’omeoallele SBEIIa-A.  

 

Isolamento dei geni GW2 in frumento duro  

L’aumento delle rese è uno dei principali obiettivi nei programmi di miglioramento genetico dei cereali.  

Un indice della produttività in frumento è la resa in granella, un carattere quantitativo, sotto controllo 

multigenico, caratterizzato da una bassa ereditabilità e modulato dall’interazione genotipo-ambiente. In 

riso, la perdita di funzione del gene GW2 è associata all’aumento delle dimensioni della cariosside (Song 

et al. 2007). L’ortologo di GW2 in frumento è stato recentemente identificato (Su et al. 2010), ma la sua 

funzione non è stata ancora ampiamente caratterizzata. Nel presente lavoro, la stessa piattaforma 

TILLING di frumento duro, utilizzata per il gene SBEIIa, è stata impiegata per selezionare nuova 

variabilità genetica nei due omeoalleli GW2 con lo scopo di caratterizzare la funzione degli omeologhi 

GW2 e selezionare linee con una dimensione della cariosside superiore. 

Come descritto nel paragrafo precedente, l’utilizzo del TILLING in specie poliploidi richiede la 

conoscenza delle sequenze nucleotidiche degli omeoalleli codificanti per la proteina di interesse, in 

quanto è necessario ottenere ampliconi allele-specifici del gene target (Slade et al. 2005). In frumento 

tenero, Su et al. (2010) hanno riportato l’esistenza di tre geni codificanti per la proteina GW2 posizionati 

sul braccio corto dei cromosomi 6A, 6B e 6D. Al fine di identificare regioni caratterizzate da un 

sufficiente grado di polimorfismo inter-genomico, attraverso una strategia basata sulla PCR, sono state 

isolate le sequenze nucleotidiche parziali dei due omeoalleli GW2 localizzati sui genomi A e B di 

frumento duro. Ciascun gene è stato isolato attraverso la produzione di due ampliconi sovrapponibili e 

dalla cui unione si è ottenuta una regione che si estende dal 5’UTR fino al sesto esone. La struttura dei 
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due geni è stata determinata attraverso il confronto delle sequenze dei due alleli GW2-A e GW2-B con 

le sequenze di cDNA del gene TaGW2 isolato dalla cultivar Recital disponibili in banca dati (TaGW2-

A, GenBank acc. JN896622; TaGW2-B, GenBank acc. JN896623). L’allineamento tra le sequenze dei 

due geni GW2 ha portato all’identificazione di numerose regioni polimorfiche, utili per il disegno di 

primer genoma specifici. 

 

Ipotesi sulla funzione del gene GW2 e caratterizzazione della regione del promotore 

Di recente, alcuni lavori hanno riportato l’associazione genetica tra il gene TaGW2-A e le rese in 

frumento (Su et al. 2010; Yang et al. 2012; Zhang et al. 2013, Lin et al. 2014). Questi lavori suggeriscono 

che il gene TaGW2-A è un regolatore negativo della grandezza della cariosside, come il suo ortologo in 

riso. Attraverso il confronto delle sequenze codificanti i tre geni omeologhi GW2 in frumento tenero, Su 

et al. (2010) non hanno identificato polimorfismi tra varietà a seme grande e piccolo. Tuttavia, gli autori 

hanno identificato due aplotipi nella regione del promotore: l’aplotipo Hap6A-A, associato a cariossidi 

grandi, e l’Hap6A-G, associato a cariossidi piccole. In un lavoro successivo sono stati identificati anche 

quattro aplotipi nella regione promotrice del genoma B (Qin et al. 2014). La combinazione dell’aplotipo 

superiore Hap6A-A con l’aplotipo superiore identificato nel genoma B, conferisce un maggiore TKW 

nelle cultivar moderne (Qin et al. 2014). Contrariamente ai risultati di questi lavori, Zhang et al. (2013) 

hanno identificato l’Hap6A-G come allele superiore per le dimensioni delle cariossidi. Queste differenze 

possono essere dovute alla difficoltà di analisi dei caratteri quantitativi. Le dimensioni della cariosside 

sono un carattere controllato da più fattori (Borner et al. 2002; Groos et al. 2003; Huang et al. 2006; 

Kumar et al. 2006; Li et al. 2007; Roder et al. 2008) e la presenza di un allele superiore potrebbe essere 

mascherata dalla presenza di altri geni che hanno un effetto negativo sulle rese. 

Yang et al. (2012) hanno identificano invece un’inserzione di un nucleotide nell’ottavo esone del gene 

TaGW2-A nella varietà a seme grande Lankaodali. Questa inserzione porta ad una proteina tronca simile 

all’allele WY3 del gene GW2 in riso (Song et al. 2007). Contrariamente a quanto riportato da Yang et al. 

(2012), il sequenziamento del gene GW2-A isolato dalla varietà Lankaodali non ha mostrato la presenza 

di un'inserzione di una base nell’ottavo esone. Tuttavia l’analisi della regione del promotore ha portato 

all’identificazione di una delezione nella regione corrispondente alla TATA box e al sito d’inizio della 

trascrizione. Questo polimorfismo potrebbe influire sui livelli di espressione del gene GW2-A e di 

conseguenza portare ad un aumento delle dimensioni della cariosside. Similmente, Ma et al. (2013) 

hanno caratterizzato delle accessioni di orzo con fenotipo waxy che presentano una delezione di 397-bp 

(contenente la TATA box e il sito di inizio della trascrizione) nella regione promotrice del gene GBSSI. 

Gli autori, attraverso dei saggi di espressione transiente, hanno mostrato che l'attività del gene GUS 

guidata dal promotore delle accessioni wt era significativamente più forte di quella guidata dal 

promotore deleto. 

Infine, Bednarek et al. (2012), silenziando i tre geni omeologhi TaGW2 in frumento tenero, hanno 

ottenuto inaspettatamente un fenotipo con cariossidi di dimensioni più piccole. In un lavoro recente, Qin 

et al. (2014) hanno dimostrato che i livelli d’espressione dei tre omeoalleli TaGW2 sono correlate 
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negativamente con il TKW. I risultati contrastanti presenti in letteratura per questo gene, rendono 

necessarie ulteriori analisi per caratterizzarne la funzione in frumento. 

 

Caratterizzazione della proteina GW2 

Molte proteine, caratterizzate dal dominio RING, hanno la funzione di ubiquitina ligasi E3 e sono 

implicate nella degradazione delle proteine target attraverso la via del proteosoma 26S (Lorick et al. 

1999; Saijo et al. 2003; Dornan et al. 2004; Disch et al. 2006). Tali proteine sono coinvolte nella 

regolazione di numerosi processi cellulari, compresa la trascrizione, la trasduzione del segnale, la 

ricombinazione ed avanzamento/regolazione del ciclo cellulare (Song et al. 2007).  

Disch et al. (2006) hanno dimostrato che la proteina RING (C3H2C3) BIG BROTHER, con attività E3 

ligasi, agisce come un regolatore negativo delle dimensioni degli organi florali in A. thaliana attraverso 

il targeting delle proteine cellulari per la degradazione. In riso, la proteina GW2 è caratterizzata da un 

nuovo dominio RING (C5HC2), ha attività ubiquitina ligasi E3 ed è stato ipotizzato che sia un regolatore 

negativo della divisione cellulare attraverso la proteolisi mediata dall’ubiquitina. In frumento, la 

proteina GW2 è caratterizzata dalla presenza, nella regione N-terminale, del dominio RING (C5HC2) e 

del motivo NES, quest’ultimo responsabile della localizzazione cellulare (Bednarek et al. 2012). Il 

confronto tra le sequenze amminoacidiche delle proteina GW2 di frumento e le sequenze dei rispettivi 

ortologhi delle principali specie appartenenti alla famiglia delle Poaceae, ha messo in evidenza che la 

regione N terminale è completamente conservata. Al contrario risulta molto meno conservata la regione 

C-terminale, che contiene putativi siti di legame per la proteina target da degradare (Stone et al. 2005). 

Ad esempio, in Arabidopsis la proteina COP1 ha sia un dominio di tipo RING nella parte N-terminale 

che un dominio WD-40 nella parte C-terminale che può legare diversi bersagli proteici (Osterlund et al. 

2000). Il genotipo mutante WY3 di riso possiede una proteina GW2 tronca di 310 amino acidi. Analisi 

in vitro hanno dimostrato che questa proteina possiede ancora attività ligasi E3. Gli autori hanno 

ipotizzato che l’allele WY3 sia una mutante loss-of-fuction perché codifica per una proteina dove manca 

il dominio di legame con il substrato target per la degradazione al proteosoma 26S (Song et al. 2007). 

In frumento, attraverso l’analisi CODDLE, sono stati identificati due domini conservati per la proteina 

GW2-A ed un solo dominio per la proteina GW2-B. Entrambi condividono il dominio RING nella 

regione N-terminale, mentre solo la proteina GW2-A possiede anche un dominio conservato nella 

regione C-terminale che potrebbe essere implicato nel riconoscimento della proteine bersaglio. Inoltre, 

è stato dimostrato che le due proteine possiedono un pattern d’espressione diverso durante lo sviluppo 

della cariosside (Bednarek et al. 2012). Infine, il silenziamento di tutti e tre gli omeoalleli GW2 in 

frumento tenero, attraverso RNAi, ha portato ad una riduzione delle dimensioni della cariosside 

(Bednarek et al. 2012). Questi risultati, lasciano ipotizzare che in frumento vi sia una differente funzione 

tra le proteine omeologhe GW2-A e GW2-B. Mutanti loss-of-function dei geni GW2-A e GW2-B 

risultano di particolare interesse per la caratterizzazione funzionale delle singole proteine. 
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Identificazione delle regioni target del gene GW2 per l’analisi TILLING ed applicazione dell’HRM 

per l’identificazione di SNP  

Le regioni bersaglio per il TILLING sono state selezionate in base a diversi parametri in grado di fornire 

una stima della probabilità di identificare “SNP funzionali” nei geni di interesse. Sono considerati “SNP 

funzionali” le mutazioni in grado di determinare la perdita dell’espressione del gene target (mutazioni 

nonsenso e sui siti di splicing) e le mutazioni missenso che provocano sostituzioni amminoacidiche 

predette deleterie per l’attività catalitica dell’enzima. Il programma CODDLE è stato utilizzato per 

l’identificazione delle posizioni amminoacidiche maggiormente conservate e considerate importanti per 

l’attività della proteina. Inoltre, l’analisi della sequenza genica ha evidenziato la presenza di una regione 

(esone V) di particolare interesse per l’elevata probabilità di generare mutazioni deleterie. 

Nel presente lavoro di dottorato sono stati sottoposti ad analisi HRM frammenti di DNA omeoallele-

specifici di dimensioni comprese tra 43 bp e 242 bp, ottenuti attraverso una strategia di Nested-PCR. I 

frammenti analizzati corrispondono ciascuno alla regione di un singolo esone. Sebbene il TILLING 

classico, basato sull’utilizzo dell’enzima CelI, consenta di analizzare frammenti di DNA dell’ordine di 

1,5 Kb, questo metodo porta all’identificazione di numerose mutazioni localizzate nelle regioni non 

codificanti del gene target (Slade et al. 2005). L’utilizzo dell’HRM è risultato ideale per l’analisi dei 

geni GW2, che presentano esoni di piccole dimensioni separati da regioni introniche. Tale approccio 

infatti ha consentito di identificare, prevalentemente, SNP localizzati nella regione codificante del gene. 

Per l’allele GW2-A è stata calcolata una densità di mutazioni di 1 SNP ogni 61 Kb; mentre, per l’allele 

GW2-B di 1 SNP ogni 82 Kb. Questi valori sono risultati inferiori alla frequenza di mutazione, attribuita 

alla stessa popolazione, calcolata sulle analisi effettuate per i geni SBEIIa (1 SNP ogni 50,5 Kb; Bovina 

et al. 2014). Analogamente, nel lavoro di Uauy et al. 2009, la frequenza di mutazione identificata per il 

gene SBEIIa-D è stata di 1 SNP ogni 124 kb; mentre, per il gene SBEIIa-A è stata di 1 SNP ogni 49 kb. 

Queste differenze, in geni con un uguale contenuto G/C, potrebbero essere dovute all’efficienza dei 

primer utilizzati per le amplificazioni PCR. 

 

Identificazione di nuova variabilità genetica nei geni GW2 attraverso il TILLING  

Nel presente lavoro, sono state generate nuove serie alleliche per ciascuno dei due loci GW2. L’analisi 

delle nuove varianti alleliche ha consentito di individuare diversi polimorfismi localizzati nel dominio 

conservato RING della proteina GW2. In particolare, per la proteina GW2-A è stata identificata una 

mutazione missenso (C82Y) che interessa una delle sette cisteine altamente conservate e coinvolte nel 

legame con lo ione metallico, necessario per la formazione del motivo a dita di zinco. Mentre, per GW2-

B è stata identificata una mutazione missenso (P69L) che porta alla sostituzione di una prolina con una 

leucina sempre nel dominio RING. La disponibilità di genotipi caratterizzati da queste mutazioni 

rappresenta una risorsa d’interesse per studi funzionali volti a comprendere il ruolo del dominio RING 

(C5HC2), tipico delle GW2, che risulta ancora poco caratterizzato rispetto a quello classico (C3H2C3). 

Inoltre dato che tali mutazioni cadono in una regione della proteina altamente conservata nei cereali, 

potrebbero putativamente portare alla perdita di funzione del gene.  
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Per l’allele GW2-B è stata identificata una mutazione al 5’ del sito di splicing del secondo esone. 

Mutazioni di questo genere hanno un effetto deleterio sulla funzionalità della proteina perché portano 

ad un processamento aberrante dell’RNA messaggero e alla conseguente traduzione di una proteina 

alterata o tronca (Greene et al. 2003). Nel lavoro di Slade et al. (2012) una mutazione al 5’ del sito di 

splicing ha portato alla formazione di quattro differenti mRNA: tre aberranti, che portavano ad un 

codone di stop prematuro, ed uno corretto che poteva potenzialmente produrre la proteina funzionante. 

Come prospettiva futura, i mutanti identificati saranno caratterizzati sia a livello molecolare che 

biochimico per confermare la severità delle mutazioni identificate sulle attività delle proteine GW2-A e 

GW2-B. 

 

Sviluppo di un marker AS-PCR associato all’aumento della dimensione dei semi 

Al fine di aumentare la dimensione del seme in frumenti commerciali italiani, la varietà Lankaodali è 

stata incrociata con la cultivar di frumento duro Svevo e la varietà di frumento tenero Rebelde. Il disegno 

di un marcatore AS-PCR ha permesso di discriminare il polimorfismo In/Del nella progenie F1 

dimostrandosi un valido strumento sia per la selezione delle progenie successive sia per introgredire 

l'allele GW2-A di Lankaodali in altre varietà commerciali. Poiché il miglioramento di caratteri 

quantitativi, come la grandezza della cariosside, risulta difficile utilizzando i metodi di selezione 

tradizionali, il disegno di marcatori molecolari è una strategia essenziale per facilitare la selezione di 

questi caratteri (Wang et al. 2011). Tra i diversi metodi che sono disponibili per la MAS, la AS-PCR ha 

il vantaggio di es sere semplice, rapida e poco costosa (Hayashi et al. 2004).   
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6. Conclusioni  

L’approccio TILLING è risultato efficiente per la produzione di mutanti loss-of-function caratterizzati 

dalla perdita dell’espressione dei geni SBEIIa. In totale, sono state generate 39 nuove varianti alleliche 

SBEIIa-A e sei SBEIIa-B. Sono stati identificati due mutanti knock-out, uno per l’omeologo SBEIIa-A 

ed uno per SBEIIa-B. Inoltre per l’allele SBEIIa-A è stata identificata la linea SVEMS_1433, 

particolarmente interessante perché presenta, in entrambi gli omeoalleli SBEIIa, la stessa mutazione 

deleteria. Questa mutazione è posizionata adiacente al 5’ del sito di splicing e risulta interessante per 

studi atti a caratterizzare la regolazione del processamento dell’mRNA in pianta. 

L'incrocio dei mutanti knock-out nei due alleli SBEIIa ha permesso di produrre linee sorelle SBEIIa 

doppio nulli in frumento duro. Inoltre, la linea SVEMS_1433 è stata incrociata con la linea SBEIIa-B- 

allo scopo di studiare e caratterizzare la severità della mutazione predetta deleteria da tool 

bioinformatici. 

Al fine di selezionare le mutazioni d’interesse all’interno di popolazioni segreganti è stato messo a punto 

un saggio di genotyping basato sull’utilizzo dell’HRM, che sarà utile anche in futuri programmi di 

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

La linea doppio nulli SBEIIa-A-B- ha presentato una riduzione di espressione di entrambi gli alleli 

SBEIIa, dei granuli di amido deformati ed un contenuto di amilosio superiore del 178% rispetto alla 

linea controllo nulli segregante wt.  

La linea SVEMS_1433 ha mostrato un fenotipo identico alla linea doppio nulli, con granuli di amido 

deformati ed un contenuto totale di amilosio del 55%. Questo fenotipo ha confermato che la sostituzione 

amminoacidica G364E, presente su entrambi gli omeoalleli di tale linea, ha un effetto deleterio sulla 

funzionalità delle proteine SBEIIa. 

Nel presente lavoro di tesi, il confronto tra le sequenze amminoacidiche delle proteina GW2 di frumento 

e le sequenze dei rispettivi ortologhi nei principali cereali ha messo in evidenza che il motivo NES e il 

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

Dalla cultivar di frumento duro Svevo sono state isolate le sequenze parziali dei geni GW2-A e GW2-B, 

non disponibili in banca dati, e necessarie per l’analisi di nuove varianti alleliche attraverso il TILLING. 

Attraverso l’analisi HRM sono state identificate in totale 29 nuove varianti alleliche, di cui 16 per GW2-

A e 13 per GW2-B. Nell’omoeoallele GW2-B è stata identificata una mutazione al 5’ del sito di splicing 

del secondo introne, che potenzialmente provoca la trascrizione di un mRNA aberrante e di conseguenza 

la traduzione di una proteina non funzionale. Per l’allele GW2-A è stata identificata una variante allelica, 

dove una mutazione missenso porta al cambiamento di una cisteina altamente conservata, implicata nella 

formazione del motivo a dita di zinco del dominio RING. La disponibilità di mutanti potenzialmente 



 

118 

 

loss-of-function per entrambi gli alleli GW2 potrebbe rivelarsi interessante per lo studio funzionale delle 

singole proteine e per l’ottenimento di fenotipi d’interesse. 

L’analisi della regione promotrice del gene GW2-A nella varietà a seme grande Lankaodali ha portato 

all’identificazione di un polimorfismo di tipo In/Del che comprende la regione della TATA box ed il 

sito di inizio della trascrizione. Tale varietà è stata incrociata con la cultivar di frumento duro Svevo e 

la varietà di frumento tenero Rebelde. Al fine di discriminare per la presenza o assenza della delezione 

identificata in Lankaodali è stato sviluppato un marcatore Allelic-Specific-PCR, utile in futuri 

programmi di breeding.  

Per concludere, i risultati ottenuti hanno mostrato che la popolazione TILLING della cultivar Svevo, 

utilizzata nel presente lavoro di dottorato, rappresenta una valida risorsa per generare nuova variabilità 

genetica da utilizzare sia in programmi futuri di miglioramento genetico del frumento duro che in studi 

di genomica funzionale. 
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