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Abstract

Le Rubiacee costituiscono un buon modello per studiare espres-

sione e funzione dei geni in relazione alla diversità morfo-anatomica

dei frutti che si sviluppano da ovario infero, con il contributo di tessuti

extracarpellari. Nell’articolo, la cui analisi è oggetto di questa tesi, viene

presentata la rete di geni che regolano il patterning di diversi frutti, con-

frontandoli in termini di numero di copie e modelli di espressione con i

sistemi modello delle Eucotiledoni, Brassicaceae e Solanaceae. I metodi

utilizzati comprendono: microscopia ottica per seguire lo sviluppo tis-

sutale, estrazione di RNA con generazione di trascrittomi di riferimento

e studio dei fattori di trascrizione coinvolti nell’istogenesi. Su questi è

stata condotta un’analisi filogenetica, confrontata l’omologia con geni di

Solanacee e Brassicacee, valutata la conservazione dei domini proteici

e validata l’espressione nei tessuti mediante RT-PCR. Le analisi sug-

geriscono che, nelle Rubiacee, il pattern di espressione di geni omologhi

di geni di Brassicacee o Solanacee varia in risposta al tipo di frutto e

allo stadio di sviluppo. In conclusione, frutti morfologicamente simili

possono avere anatomie differenti come risultato di tessuti convergenti

sviluppati dall’epicarpo, che mascherano i cambiamenti anatomici del

pericarpo. Il network dei geni che regolano il modello di sviluppo del

frutto nelle Eucotiledoni non può essere estrapolato al taxa delle Aster-

idi con ovario infero.
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1 Stato dell’arte

1.1 Organismi modello per lo sviluppo del frutto

1.1.1 Arabidopsis (Brassicaceae)

Lo sviluppo del frutto è stato oggetto di studio nella pianta modello Arabidop-

sis thaliana, appartenente alla famiglia Brassicaceae (Rosidae). A. thaliana

produce silique, frutti secchi deiscenti1, derivanti da un gineceo2 bicarpellare

sincarpico3. L’ovario costituisce le valve del frutto, tra le quali è presenti

il replo, un falso setto a cui sono collegati i semi. A maturità le valve si

aprono lungo i margini, scoprendo i semi che distaccandosi vengono dispersi

nell’ambiente (Abbate et al. 2015). La superficie adassiale4 delle valve è cos-

tituita da due strati di tessuto endocarpico: lo strato di separazione, formato

da cellule con parete sottile che secernono enzimi idrolitici; e quello lignificato,

le cui cellule sono di dimensioni inferiori. La lignificazione e la produzione

di enzimi idrolitici sfociano nella separazione delle valve e generazione di una

tensione tale da permettere la dispersione dei semi con un meccanismo di shat-

tering, mantenendo il replo intatto (Seymour et al. 2013, Ortiz-Ramirez et al.

2019).

1.1.2 Solanaceae

Le Brassicaceae presentano un limite importante: possiedono solo frutti sec-

chi. Per questo, la ricerca è stata estesa alle Solanacee (Asteridae), essendo

che ne presentano sia di secchi che carnosi. Tuttavia, questo gruppo ha subito

una WGM 5 e diversi eventi di riarrangiamenti cromosomici, anche in tempi

recenti. Molti geni duplicati hanno subito perdita di funzione, ma la pos-

sibilità che abbiano un’espressione residua complica le analisi il cui scopo è

correlare l’espressione genetica con la sua conseguenza fisiologica (Grozsmann

et al. 2011).

1.1.3 Rubiaceae

Rubiaceae (Asteridae) è una famiglia di Angiosperme in cui è stato possibile

determinare che i frutti carnosi si sono evoluti indipendentemente almeno 12

1Che a maturità si aprono per disperdere i semi.
2Struttura riproduttiva femminile del fiore.
3In cui i carpelli sono fusi tra loro e possono essere divisi o meno da un setto.
4Più vicina al fusto.
5Whole Genome Multiplication.
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volte. Questo gruppo estremamente diversificato fornisce un modello adeguato

per studi di anatomia comparata tra frutti filogeneticamente vicini tra loro.

Non sono stati rilevati eventi di WGD6 in questa famiglia. Sono stati condotti

alcuni studi sui cambiamenti morfo-anatomici che caratterizzano la transizione

da carpello a frutto, ma non è ancora stata esplorata la genetica alla base della

diversità dei frutti. Uno dei fattori limitanti in questi studi è la presenza di

un ovario infero, inserito all’interno dell’ipanzio, che si sviluppano fusi tra

loro. L’ovario si dice infero quando è inserito nel ricettacolo e sopra di sé ha

posizionati stami, petali e sepali.

1.2 Origine assiale e appendicolare dell’ipanzio

L’ipanzio è una struttura del fiore che avvolge l’ovario infero. La sua origine,

che può essere assiale (derivata dal ricettacolo) o appendicolare (derivata dal

perianzio) ha rilevanza in ambito botanico. Infatti, costituisce un riferimento

per studi di evoluzione e sviluppo di gruppi di piante. Uno degli obiettivi degli

autori è stato di determinare l’origine di questa struttura nelle Rubiaceae.

1.3 Ruolo della duplicazione genica nell’evoluzione delle

Angiosperme

La duplicazione genica è un evento chiave della storia evolutiva delle piante a

fiore. Il risultato è la creazione di geni paraloghi, che rappresentano il substrato

della selezione naturale. Gli effetti possono andare dalla comparsa di nuovi

fenotipi fino alla speciazione e generazione di famiglie geniche.

1.3.1 Small Scale Duplication vs. Whole Genome Duplication

Le duplicazioni possono essere localizzate (SSD)7 o poliploidizzazioni (WGD).

Esse non producono gli stessi effetti e possono essere selezionate nel tempo in

maniera differente. Generalmente, geni paraloghi generati da SSD si evolvono

più velocemente rispetto a quelli frutto di WGD. Tuttavia, il loro destino

dipende maggiormente dalla funzione, specie e dosaggio; piuttosto che dal

meccanismo di duplicazione da cui si originano (Carretero-Paulet et al. 2012).

Infatti, esistono casi sia di duplicazioni che di perdita di geni specie-specifici.

6Whole Genome Duplication
7Small Scale Duplication
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1.4 Genetica di base dello sviluppo del frutto in Ara-

bidopsis thaliana

Un grande numero di geni è coinvolto nello sviluppo del frutto in A. thaliana.

Questi codificano per fattori di trascrizione appartenenti a diverse famiglie.

Le principali, a cui appartengono i geni analizzati in questo articolo sono:

MADS-box, bHLH e POX (Plant Homeobox ).

1.4.1 MADS-box

I geni appartenenti alla famiglia MADS-box codificano per fattori di trascrizione

in grado di riconoscere l’omonima sequenza ripetuta. Essi possiedono una

struttura di base detta MIKC che comprende:

• M; un DNA binding domain localizzato all’N-terminale, in grado di ri-

conoscere sequenze ripetute.

• I; una regione che conferisce specificità e contribuisce alla dimerizzazione

tra subunità.

• K; una regione adibita all’interazione proteina-proteina.

• C; il dominio C-terminale, che si pensa essere coinvolto in interazioni

proteiche e attivazione della trascrizione.

I geni che fanno parte di questo gruppo sono: AGAMOUS (AG), APETALA1

(AP1 ), FRUITFULL (FUL) e SHATTERPROOF1/2 (SHP).

AGAMOUS (AG) è il gene implicato nella determinazione d’identità dei

carpelli e degli stami. AG regola positivamente SHP, e viene inibito da RPL

(Roeder et al. 2006).

I geni SHATTERPROOF1/2 (SHP) sono coinvolti nella determinazione

dell’identità della zona di deiscenza e nella differenziazione del tessuto en-

docarpico. L’espressione di SHP è regolata positivamente da AG in vitro

(Roeder et al. 2006); e negativamente da FRUITFULL e REPLUMLESS

(Ortiz-Ramirez et al. 2019). A sua volta, SHP regola positivamente AL-

CATRAZ e INDEHISCENT.

FRUITFULL (FUL) è un gene implicato nella crescita e differenziamento

delle cellule delle valve. FUL regola negativamente geni che specificano l’identità

dei margini delle valve: SHP, IND e ALC (Roeder et al. 2006).

APETALA1 (AP1 ) è un gene chiave nella determinazione meristematica e

nell’organizzazione del fiore, in particolare di petali e sepali.
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1.4.2 bHLH

bHLH (basic Helix-Loop-Helix ) è una delle più grandi famiglie di fattori di

trascrizione in A. thaliana. Essi contengono l’omonimo motivo, adibito al

legame del DNA. Fanno parte di questo gruppo i geni: ALCATRAZ (ALC ),

SPATULA (SPT ), HECATE1/2/3 (HEC ) e INDEHISCENT (IND).

ALCATRAZ (ALC ) è un fattore di trascrizione che impedisce la lignifi-

cazione ectopica nello strato di separazione dell’endocarpo (Roeder et al. 2006).

ALC è parzialmente ridondante con SPT durante lo sviluppo precoce del

ginoceo, e la loro espressione si sovrappone (Groszmann et al. 2011).

SPATULA (SPT ) è un fattore di trascrizione coinvolto nello sviluppo carpel-

lare indipendente da AGAMOUS. SPT viene represso da FUL, analogamente

ad ALC (Groszmann et al. 2011).

HECATE1/2/3 (HEC ) è un gruppo di geni che controlla lo sviluppo di

stigma, stilo e tessuto di trasmissione. HEC stimola la proliferazione delle

cellule staminali nei meristemi in maniera dipendente da SPT (Reyes-Olalde

et al. 2017).

INDEHISCENT (IND) è un gene che guida la lignificazione della zona di

deiscenza. IND è regolato positivamente da SHP e negativamente da FUL.

1.4.3 POX (Plant Homeobox)

REPLUMLESS (RPL) appartiene al BELL1-like homeodomain gene lineage.

Tale fattore di trascrizione è implicato nello sviluppo del replo. RPL regola

negativamente l’espressione di SHP e AG. Insieme a FUL, confina l’espressione

di SHP ai margini delle valve in modo da assicurare lo sviluppo preciso di tale

confine (Roeder et al. 2006).

Figura 1: Network regolativo di base dei principali geni che regolano lo sviluppo

del frutto in A. thaliana.
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2 Approccio sperimentale

Le sette piante appartenenti alle Rubiaceae utilizzate in questo articolo sono

state selezionate principalmente in base al tipo di frutto e alle loro relazioni

filogenetiche. In particolare, due piante producono bacche (B. patinoi, G.

hypocarpium), due producono drupe (C. arabica, P. angustifolia), M. citrifolia

frutti composti, C. corymbosa capsule8 e C. occidentalis acheni9.

Il borojo, il caffè e C. corymbosa appartengono alle Ixoroideae. C. occi-

dentalis appartiene alle Cinchonoideae e tutte le altre (G. hypocarpium, M.

citrifolia e P. angustifolia) fanno parte delle Rubioideae.

2.1 Estrazione RNA e assemblaggio trascrittomi di rifer-

imento

L’estrazione permette di ottenere RNA di qualità, disponibile per essere sot-

toposto a sequenziamento e analisi d’espressione genica. I tessuti utilizzati

sono boccioli, frutti e foglie. Sono stati esclusi frutti vecchi, fiori in fioritura,

brattee e pedicelli. Queste ultime due sono strutture fibrose e difficilmente

frantumabili, con resa bassa in termini di quantità di RNA. Inoltre, spesso

sono ricche di metaboliti secondari e mucillagini, in grado d’interferire con

l’estrazione. I boccioli vengono preferiti rispetto ai fiori in antesi10: i tessuti

immaturi contengono bassi livelli di polisaccaridi e polifenoli (Sasi et al. 2023).

La frantumazione è avvenuta in azoto liquido per minimizzare la degradazione

dell’RNA.

Tra i quattro metodi testati per l’estrazione, PureLink Plant RNA Reagent

ha assicurato resa maggiore e minor contaminazione da DNA. La qualità

dell’RNA è stata quantificata in 3 modi:

• spettrofotometria; per verificare le contaminazioni da carboidrati (A260

A230
>

2) e proteine (1.9 < A280

A230
< 2.0).

• fluorimetria; per valutare la presenza e la concentrazione di RNA, impie-

gando fluorofori specifici per tale molecola. Questo metodo permette di

evitare la sovrastima della quantità di RNA causata da contaminazioni

da DNA.

• elettroforesi; per valutare l’integrità dell’RNA. L’RNA è stato fatto cor-

rere su gel di agarosio 1.5%, osservando la corretta separazione delle sub-

8Frutti secchi deiscenti formati da più di un carpello.
9Frutti secchi indeiscenti contenenti un solo seme; derivanti da un ovario monocarpellare.

10Fioritura.
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unità di RNA. Il segnale dato dall’rRNA sarà preponderante. Le bande

di 18s rRNA e 25s rRNA saranno ben distinte e visibili se l’estrazione è

andata a buon fine. In caso RNA altamente frammentato, si osserverà

uno smear, mentre in presenza di contaminazione da DNA, bande a pesi

molecolari alti.

La costruzione di una libreria è avvenuta mediante l’utilizzo di Truseq mRNA

library construction kit (Illumina, San Diego, CA, USA). Esso utilizza un

meccanismo basato su beads di oligo-dT sintetici: sfruttando la complemen-

tarietà con le code di poli-A, vengono catturati gli mRNA poliadenilati. Il

risultato sarà l’eliminazione di tutti i tipi di trascritti non codificanti proteine,

e l’isolamento dell’RNA messaggero.

Dopo aver ottenuto l’mRNA, esso viene frammentato mediante meccanismi

chimici o enzimatici. Ogni frammento viene retrotrascritto con primer casu-

ali. Il kit prevede che la seconda elica di cDNA venga sintetizzata adottando

il metodo dei dUTP. In seguito, ai frammenti vengono ligati gli adattatori, che

in questi casi, possono essere Y-shaped, differenti in base all’estremità legata

(5’ o 3’). Il cDNA marcato viene selettivamente degradato dall’enzima uracil-

DNA-glicosilasi. Post-trattamento, in soluzione rimangano esclusivamente i

frammenti di cDNA privi di uracile. Questo metodo garantisce la strandness

della libreria, in modo che sia sufficiente utilizzare un primer disegnato su uno

dei due adattatori per portare a termine il sequenziamento. Ogni frammento

viene sequenziato nella stessa direzione (proseguendo nello stesso senso), ot-

tenendo ampliconi direzionati. I vantaggi di questo sono principalmente la

possibilità di riconoscere trascritti antisenso ed essere un riferimento durante

l’assemblaggio dei trascrittomi.

Gli adattatori con doppio indice univoco (unique dual index, UDI ) sono

utilizzati frequentemente con questo kit. L’index è un frammento di circa 7 bp

noto, sequenziabile, contenuto negli adattatori. Quando si conducono sequen-

ziamenti multipli, ogni campione possiede adattatori (e quindi indici) differ-

enti. L’indice li identifica univocamente, permettendo di sequenziare contem-

poraneamente diversi trascrittomi senza necessità di caricarli separatamente.

Il sequenziamento è stato attuato mediante HiSeq 2000 Illumina. Il sequen-

ziamento Illumina fa parte delle metodiche di seconda generazione. La tecnica

si basa su 5 step principali:

1. preparazione di DNA templato (vedi Paragrafo 2.1).

2. bridge PCR. Questo passaggio è necessario a causa del fatto che sequen-

ziando una sola molecola di templato, essa emetterebbe un segnale di
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fluorescenza troppo scarso e non rilevabile.

3. sequencing by synthesis. Questo processo ha come substrato le molecole

di ssDNA dei cluster, generate dalla bridge PCR. Lo scopo è sintetiz-

zare il filamento complementare un nucleotide alla volta, sequenziandolo

contestualmente. Per questo, viene impiegata una DNA polimerasi op-

portunamente modificata, un buffer, dei primer e dei dNTPs, marcati

con 4 fluorofori distinti. In realtà essi sono ulteriormente modificati:

infatti, contengono un blocco al 3’-terminale. A causa di questa carat-

teristica, vengono detti terminatori reversibili. La DNA polimerasi può

estendere il primer di un singolo nucleotide alla volta.

4. acquisizione di immagini di fluorescenza.

Ogni cluster emetterà il segnale luminoso associato alla base presente

nella prima posizione dei propri filamenti. Per ogni nucleotide incorpo-

rato, viene acquisita un’immagine di fluorescenza.

5. processamento e base calling. L’identità di ogni frammento che compone

i cluster viene letta come una serie di immagini di fluorescenza sequen-

ziali. Per il base calling viene utilizzato un software che associa ad ogni

cluster una sequenza; ricavata dal segnale fluorescente emesso per ogni

nucleotide incorporato, tradotto nell’opportuna base azotata.

Durante il sequenziamento, gli autori hanno prodotto reads paired-ends di

lunghezza 100 bp l’una. La strategia paired-ends prevede il sequenziamento di

entrambe l’estremità dei frammenti di DNA. La procedura descritta nell’elenco

sopra permette di ottenere solo una sequenza per ogni filamento: per quella

opposta sarà necessario sintetizzare i filamenti complementari di DNA, elim-

inare i frammenti stampo e procedere con il sequenziamento sui nuovi cluster.

Questa strategia permette sia di studiare la struttura dei trascritti, che di

risolvere ripetizioni mediante sovrapposizione delle reads.

Per assemblare de-novo un trascrittoma, viene comunemente utilizzato

l’approccio overlap layout consensus. Una volta ottenute le reads, questo

metodo consiste in:

1. rimozione porzioni a bassa qualità.

2. rimozione di eventuali adattatori già presenti (dalla costruzione della

libreria).

3. assemblare le reads in una singola sequenza genomica mediante la costruzione

di contigs.
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Il processamento delle reads, che comprende gli avvenimenti illustrati nel

punto 1 e 2 dell’elenco sopra, è stato portato a termine dal software PRINSEQ-

LITE. PRINSEQ è uno strumento in grado di filtrare, analizzare ed eventual-

mente accorciare le sequenze. Il suo scopo è facilitare l’utilizzo dei dati di

sequenziamento e verificarne la qualità.

I contigs sono classi di reads generate in base alla loro similarità recip-

roca. Durante l’assemblaggio dei trascrittomi, vengono per prime individuate

le regioni di sovrapposizione (overlap), poi il loro ordine reciproco (layout),

infine ipotizzata la sequenza sulla base di queste informazioni (consensus).

Costruendo la sequenza del trascrittoma, si noterà che alcuni trascritti sono

maggiormente rappresentati di altri. Questo è direttamente correlato al livello

di espressione genica: il coverage di ogni sequenza è direttamente proporzionale

al suo livello di espressione.

2.2 Analisi filogenetica

L’analisi filogenetica ha lo scopo d’individuare, nelle Rubiaceae, i geni omologhi

a quelli coinvolti nello sviluppo del frutto in Arabidopsis. Il software utilizzato

è BLASTN11, in grado di confrontare una o più sequenze nucleotidiche (query)

con altre presenti all’interno di un database, restituendo quelle con maggiore

grado di similarità. In questo caso, le sequenze di riferimento per la ricerca di

ortologhi12 sono quelle canoniche di AGAMOUS/SHATTERPROOF, APETA-

LA1/FRUITFULL, REPLUMLESS, ALCATRAZ/SPATULA, HECATE1, HE-

CATE2, HECATE3/INDEHISCENT ; di A. thaliana.

Inizialmente, le sequenze di A. thaliana sono state utilizzate come queries,

ovvero input, per la ricerca di simili nei trascrittomi di riferimento delle Rubi-

aceae. Le hits (sequenze output) risultanti sono state sottoposte ad un BLAST

reciproco, questa volta come queries, con il database TAIR13 e NCBI14. Gli

autori hanno costruito una matrice genetica delle Angiosperme. Per fare ciò

sono state incluse specie a distanze filogenetiche variabili, sia appartenenti alle

Rubiaceae (es. Chinchona ledgeriana) che Solanaceae (es. Solanum lycoper-

sicum) arrivando ai Rosidae (es. Fragaria vesca) e anche alle Monocotiledoni

(es. Zea mays, Oryza sativa). Tutte le sequenze utilizzate sono contenute

nell’Appendice S2 dell’articolo. BioEdit è il software utilizzato dagli autori

11Nucleotide Basic Local Alignment Search Tool.
12Geni che codificano per proteine con funzione conservata, presenti in specie diverse.

Possono derivare da eventi di speciazione in seguito ad una duplicazione ancestrale.
13The Arabidopsis Information Resource.
14National Centrer for Biotechnology Information.
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per la modifica di sequenze. Grazie ad esso sono stati mantenuti solamente gli

open reading frame. Successivamente si è verificata la fase di allineamenti mul-

tipli, testando gli algoritmi MAFFT e TranslatorX. IQTree è stato il software

impiegato per le analisi filogenetiche (modello massima verosimiglianza). Con

lo strumento ModelFinder dello stesso programma è stato calcolato il mod-

ello evolutivo più adatto ai set di dati in analisi. Infine, i valori di bootstrap15

sono stati calcolati per ogni albero filogenetico mediante Ultra-Fast Bootstrap.

Il supporto di bootstrap è un parametro utilizzato per valutare la robustezza

della topologia degli alberi filogenetici. Il suo valore quantifica la significatività

dell’albero, ovvero misura la bontà e riproducibilità dello stesso. Tanto più un

gruppo viene mantenuto costante, tanto più il supporto è alto (e viceversa).

In altre parole, il supporto di bootstrap è la percentuale di volte che viene

ritrovato un gruppo invariato tra i diversi alberi. Più un ramo è frequente, più

viene considerato supportato dai dati.

2.3 Identificazione motivi proteici conservati

Durante questa procedura i prodotti dei geni in analisi sono stati sottoposti

a identificazione di motivi proteici. Oltre alle 7 specie di Rubiaceae, sono

stati incluse sequenze di A. thaliana e alcune Solanaceae. Il server MEME16,

impiegato per quest’analisi, è in grado d’individuare, in un gruppo di sequenze

input, i motivi proteici maggiormente conservati. Ad ognuno di essi è associato

un E-value. I motivi proteici sono raggruppati per significatività: i primi

risultati sono i motivi maggiormente conservati e rilevanti, mentre i restanti

sono comuni solo a sottogruppi di sequenze, oppure unici.

2.4 Microscopia ottica

L’analisi microscopica ha interessato strutture di transizione da fiore a frutto in

quattro Rubiaceae. Essa ha permesso di descrivere accuratamente il processo

e osservare da vicino i cambiamenti a cui vanno incontro i diversi tessuti, in

particolare l’ipanzio, la cui origine è un quesito a cui gli autori hanno cercato

di dare risposta. Tutte le specie in esame (C. corymbosa, G. hypocarpium,

P. angustifolia e M. citrifolia) possiedono un ginoceo bicarpellare. Ognuna

di esse produce un diverso tipo di frutto, rispettivamente: capsule, bacche,

drupe e frutti composti. I frutti a diversi stadi di sviluppo sono stati raccolti e

15Tecnica di campionamento con reimmissione per approssimare la distribuzione campi-

onaria di una statistica.
16Multiple Em for Motif Elicitation.
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disidratati mediante alcohol-Histochoice Clearing Agent. In seguito, mediante

un microtomo sono state tagliate sezioni di 10 µm. Alcuni tessuti lignificati

hanno impedito l’utilizzo del microtomo e in alternativa, sono stati sezionati

con una lama sottile. Per la colorazione dei tessuti le soluzioni utilizzate sono

state la safranina O, che evidenzia la cuticola e le zone di lignificazione, e 0.5%

astra blue in acqua e acido tartarico, che si lega a componenti di parete come

cellulosa, pectine e polisaccaridi (Kraus et al. 1998).

2.5 Analisi d’espressione mediante RT-PCR

Tre delle quattro specie sottoposte ad analisi microscopica, sono state sotto-

poste ad analisi d’espressione genica mediante RT-PCR. Questa metodica si

differenzia dalla normale PCR per la possibilità di monitorare in tempo reale

l’andamento della reazione di amplificazione in corso. Questo è possibile at-

traverso metodi ottici come la fluorescenza (diretta o indiretta). Gli autori

hanno scelto di analizzare l’espressione genica in due stadi dello sviluppo, de-

nominati S0 e S1. Lo stadio S0 corrisponde ai carpelli nel bocciolo pre-antesi,

mentre lo stadio S1 corrisponde allo sviluppo precoce del frutto.

La procedura ha previsto un’iniziale estrazione dell’RNA, trattato poi con

DNAsiI e quantificato mediante spettrofotometria (NanoDrop 2000). 3 µg

di RNA sono stati il substrato della trascrittasi inversa (Super-Script III). I

primer selezionati per la sintesi del cDNA sono oligo-dT, che permettono di

ottenere cDNA solamente da mRNA poliadenilati.

I primer di PCR sono stati manualmente disegnati, evitando regioni al-

tamente conservate. Per una buona riuscita della procedura è necessario che

essi abbiano temperatura di melting simile e non includano regioni di alta

complementarietà. Le sequenze di tutti i primer si trovano in Appendice S3

dell’articolo.

La mix di PCR contiene:

• 9 µL EconoTaq, contenente oltre alla DNA-polimerasi termostabile (non

proofreading), anche i dNTPs e buffer.

• 6 µL H2O nucleasi-free.

• 1 µL BSA, un additivo utile a minimizzare l’azione di alcuni contaminanti

come composti a base di fenolo.

• 1 µL soluzione Q, contenente betaina (5µg/µL). La betaina è un additivo

che diminuisce la probabilità di formazione di strutture secondarie negli

acidi nucleici, soprattutto frammenti ricchi in GC.
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• 1 µL Primer-FOR.

• 1 µL Primer-REV.

• 1 µL cDNA.

Il protocollo di amplificazione è stato portato a termine in un termociclatore,

su cui sono stati selezionati 2 profili diversi. Il primo è un touchdown thermal

cycling profile, un profilo modificato che sfavorisce l’amplificazione aspecifica e

favorisce la generazione di ampliconi da coppie primer -templato ad alta affinità

(Korbie et al. 2008). La procedura si compone di 10 cicli composti di 3 fasi:

1. Denaturazione: 94°C - 4 minuti.

2. Ibridazione: Temperatura di annealing + 10°C - 40 secondi.

3. Estensione: 72°C - 40 secondi.

Ad ogni ciclo, nella seconda fase, la temperatura d’annealing si abbassa di 1°C.

In seguito, è stato applicato un protocollo convenzionale per 20 cicli:

1. Denaturazione: 94°C - 4 minuti.

2. Ibridazione: Temperatura gene-specifica - 40 secondi.

3. Estensione: 72°C - 40 secondi; 72°C - 10 minuti durante il ventesimo

ciclo.

Per controllare il corretto funzionamento della procedura, è stato introdotto

un reference. In questo caso è stato scelto il gene per l’actina (housekeeping),

la cui espressione viene ritenuta costante tra diversi campioni. Il controllo è

necessario anche per tarare la quantità di templato all’inizio dell’analisi.

I prodotti di PCR sono stati fatti correre su gel d’agarosio 1.5% ed etidio

bromuro, annotando i loro pesi molecolari.
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3 Risultati

3.1 Analisi filogenetica e di motivi proteici

I risultati dell’analisi filogenetica ottenuti mediante TranslatorX non sono stati

inclusi nell’articolo a causa del ridotto supporto di bootstrap. Per ogni gruppo

di geni è stato generato un albero filogenetico. In esso sono evidenziati diversi

cladi, generati da eventi come duplicazioni su larga scala o specie specifiche

(segnalate differentemente negli alberi).

Per il gruppo AP1/FUL è stato determinato che: tutte le Rubiaceae possiedono

uno o due geni omologhi a AP1/FUL, ad eccezione di P. angustifolia con 4,

come risultato di duplicazioni specie-specifiche. AP1 è un gene che si pre-

senta frequentemente in singola copia nelle Brassicacee e nelle Eucotiledoni,

costituendo il clade euAP1. Al contrario, i geni FUL si sono divisi in 2 cladi:

euFULI ed euFULII. Nelle Rubiaceae si trovano diversi geni appartenenti a

euFULI e euAP1, con numero di copie taxon-specifico, che non sembra cor-

relato al tipo di frutto prodotto dalla pianta. Dall’analisi di motivi proteici è

emersa una maggiore variabilità di sequenza tra i geni FUL rispetto agli AP1.

Per i geni AG/SHP è stato possibile identificare sia una duplicazione a

livello delle Eucotiledoni, la quale ha generato i cladi AGAMOUS e SHAT-

TERPROOF ; che una duplicazione circoscritta alle Brassicaceae, che ha dato

origine ai cladi SHP1 e SHP2. Tutte le Rubiaceae in analisi hanno mantenuto

gli ortologhi di AG e SHP, ad eccezione di G. corymbosa e G. hypocarpium,

che hanno subito la perdita rispettivamente di AG e SHP. L’analisi di motivi

proteici ha rivelato la presenza di 2 pattern specifici delle Rubiaceae.

A livello dei geni ALC/SPT, è stato individuato l’evento di duplicazione

che nelle Eucotiledoni, ha dato origine al clade ALCATRAZ e SPATULA.

Quasi tutte le piante di questo gruppo possiedono ortologhi a questi geni,

anche le Rubiaceae. Alcune di esse hanno subito duplicazioni o perdite specie-

specifiche. Per quanto riguarda la loro struttura proteica, è stato possibile

individuare in ALC 3 motivi caratteristici a tutte le Rubiaceae esaminate.

Anche SPT possiede 2 motivi proteici comuni alla maggior parte di esse.

Per il gruppo HEC/IND si è potuto risalire ad un evento di duplicazione

comune a tutte le Angiosperme, che ha generato il clade HEC1/HEC2 e

HEC3/IND. Come per i geni AG/SHP, le Brassicaceae hanno subito un’ulteriore

duplicazione localizzata, che ha suddiviso ulteriormente i geni in cladi: HEC1,

HEC2, HEC3 e IND. Solo G. hypocarpium e C. arabica possiedono tutti e tre i

geni HEC ; le altre Rubiaceae mancano almeno di uno degli omologhi. L’analisi

di questi fattori di trascrizione non ha rivelato motivi proteici condivisi tra le

12



Rubiaceae.

Infine, RPL è stato rinvenuto in duplice copia in P. angustifolia. Nella

maggior parte delle Angiosperme, Rubiaceae comprese, RPL si trova in singola

copia. Fanno eccezione B. patinoi, C. occidentalis, C. ledgeriana e Coffea spp.,

che hanno subito perdite specie-specifiche di tale gene. L’analisi di sequenza di

RPL ha rivelato la presenza di un motivo proteico esclusivo delle Rubiaceae.

3.2 Analisi morfo-anatomica e RT-PCR

L’analisi microscopica ha volto la sua attenzione maggiormente alla vascolariz-

zazione dei tessuti, spesso utilizzata come indicatore per l’origine dell’ipanzio.

I fattori valutati sono stati il numero, posizione e suddivisione degli anelli

vascolari. G. hypocarpium e P. angustifolia possiedono un unico anello at-

torno all’ovario, che si estende al perianzio. M. citrifolia e C. corymbosa

possiedono tre anelli, che dal più interno al più esterno, si diramano rispetti-

vamente verso ovario; stami e petali; e sepali. I tessuti presenti esternamente

rispetto all’anello periferico costituiranno l’epicarpo carnoso. Il pericarpo può

differenziare in tessuto parenchimatico, sclerenchimatico o entrambi; in base al

tipo di frutto e al meccanismo di dispersione dei semi, cos̀ı come l’endocarpo.

In C. corymbosa eM. citrifolia, le analisi anatomiche suggeriscono che l’ipanzio

abbia origine appendicolare. Si potrebbe pensare che, data la riduzione del nu-

mero degli anelli vascolari da tre a uno, G. hypocarpium e P. angustifolia si

siano evolute indipendentemente da C. corymbosa e M. citrifolia e cos̀ı anche il

loro ipanzio. Tuttavia, questo cambiamento è probabilmente una conseguenza

del rimpicciolimento dei loro fiori piuttosto che il risultato di un percorso evo-

lutivo distinto.

I risultati di PCR hanno fatto emergere notevoli differenze nell’espressione

genica, soprattutto tra diverse specie. La diversità di espressione interspecifica

maggiore riguarda i geni FUL, SHP, ALC e RPL. E’ interessare notare che

non è stata rivelata alcuna espressione dei geni FUL in C. corymbosa, SHP in

P. angustifolia e ALC in G. hypocarpium. Per confutare la possibilità di falsi

negativi, sono stati condotti controlli positivi utilizzando il gene dell’actina.

Rispetto alla rete genetica regolativa di A. thaliana, quella delle Rubiaceae è

ridotta in termini di numero di geni espressi, perlomeno durante le fasi esam-

inate. Inoltre, l’espressione dei medesimi geni varia notevolmente tra piante

con frutti differenti, e in stadi di sviluppo diversi nello stesso individuo. Un

altro aspetto importante è la diversità funzionale dei geni in analisi, anch’essa

specie-specifica.
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4 Discussione

A differenza delle Brassicaceae, Solanaceae e il resto delle Asteridae, non sono

stati individuati eventi di WGD circoscritti alle Rubiaceae. Infatti, si ritiene

siano avvenute solo duplicazioni o perdite di geni specie-specifiche. Questo è

un punto di forza di questa famiglia come organismo modello per studi sullo

sviluppo del frutto. In questo articolo, i trascrittomi sono stati assemblati de

novo. Tale strategia ha permesso di circoscrivere l’analisi a geni codificanti

proteine, in particolare fattori di trascrizione d’interesse. L’approccio adot-

tato dagli autori è utile per ottenere informazioni di base, come: numero di

geni duplicati, sequenza dei trascritti, motivi proteici e relazioni filogenetiche.

Tutto ciò è sufficiente per ottenere un primo inquadramento dell’espressione

genica in fiori e frutti di questa famiglia. Tuttavia, soprattutto per future

analisi filogenetiche, sarebbe utile avere a disposizione la sequenza dell’intero

genoma delle piante in esame. Potrebbero infatti essere presenti ulteriori copie

di geni non funzionali. Uno dei destini dei geni duplicati è il silenziamento:

pur essendo inattivi, costituiscono una traccia di eventi rilevanti per ricostruire

la storia evolutiva di una specie.

La mancata rilevazione di alcuni trascritti durante la RT-PCR (vedi Para-

grafo 3.2) è stata verificata con un controllo positivo con actina. Essendo

andato a buon fine, questo risultato non è da attribuirsi a difetti nell’azione

della polimerasi o ad altri componenti di PCR. L’assenza di espressione di

alcuni geni è probabilmente dovuta a: stadio di sviluppo scelto, tipo di tes-

suto o a meccanismi di PTGS 17. Durante la RT-PCR, è stato utilizzato RNA

proveniente solo da carpelli di boccioli (S0) e frutti ai primi stadi di sviluppo

(S1). Durante l’assemblaggio dei trascrittomi di riferimento, il materiale ge-

netico estratto proveniva da boccioli, frutti precoci; ma anche foglie e frutti

maggiormente sviluppati. Un’ipotesi plausibile potrebbe essere l’espressione

tessuto-specifica di alcuni geni. L’alternativa più probabile è che l’assenza

d’espressione di alcuni gruppi di geni sia correlata allo stadio di sviluppo in

esame. Un fattore che complica l’analisi in questo senso è la modalità con cui

vengono determinati gli stadi di sviluppo, in particolare S1. Infatti, gli autori

non sono riusciti ad individuare direttamente il momento di fertilizzazione e

inizio dello sviluppo del frutto nelle piante in analisi. In alternativa, hanno

stabilito come S1 il momento in cui il frutto raggiunge una certa dimensione

(da 2 a 5 mm in G. hypocarpium, P. angustifolia e C. corymbosa) oppure, nel

caso di M. citrifolia, l’antesi degli ultimi fiori apicali dell’infiorescenza. Questo

17Post Transcriptional Gene Silencing
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metodo potrebbe contribuire a rendere inconsistenti i risultati di RT-PCR,

soprattutto nell’ottica di un confronto di espressione tra stadi S1 di specie

diverse. Pur essendo il tempo post-fertilizzazione il parametro ideale per uni-

formare la scelta dello stadio di sviluppo, se tale evento non è riconoscibile,

l’alternativa immediata è la grandezza del frutto. Il fatto che non sia stata se-

lezionata la stessa dimensione per tutte le specie, potrebbe essere attribuito sia

a fattori intrinseci alla pianta, oppure dipendenti dagli autori (es. dimensione

minima che ha permesso loro di individuare il frutto).

Come ultima, la scelta dei geni gioca un ruolo fondamentale nello studio di

sviluppo e diversità del frutto. Alcuni, non presi in considerazione in questo ar-

ticolo ma identificati in altre piante (es. SEPALLATA in F. vesca) potrebbero

interagire con geni già noti, avere funzioni simili ad essi oppure contribuire in

maniera sconosciuta ai processi di transizione da fiore a frutto.
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5 Conclusioni

Questo studio rappresenta il primo tentativo d’utilizzo delle Rubiaceae come

modello per lo sviluppo del frutto da fiori con ovario infero, con il contributo

di tessuti extra-carpellari. Non è possibile estrapolare il circuito regolativo

dei geni responsabili del patterning del frutto nelle Eucotiledoni, alle Rubi-

aceae. Le motivazioni sono principalmente l’assenza di WGD e genetica di

base differente, sia a livello di ruolo dei geni, che di regolazione. Queste ultime

proprietà contribuiscono, insieme al reclutamento di tessuti come l’ipanzio,

a generare grande diversità tra frutti di questa famiglia. Per le ragioni de-

scritte nel Paragrafo 4, attuare un sequenziamento del genoma delle piante

d’interesse costituirebbe una risorsa per studi futuri su questa famiglia. In-

fatti, permetterebbe di validare le analisi filogenetiche, possibilmente aumen-

tando la loro robustezza, e approfondire gli studi di funzione genetica. A tal

proposito, sarebbe opportuno stabilire un sistema indiretto più rigoroso per

definire gli stadi di sviluppo del frutto. Le strade da percorrere sono molteplici,

dall’approfondimento dei meccanismi regolativi di geni già noti, alla ricerca di

omologhi e al loro studio di sequenza. Questo articolo pone le basi per futuri

sviluppi sul tema della genetica e trasformazioni morfo-anatomiche del fiore a

frutto nelle Rubiaceae.
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