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Riassunto

L'importanza che il fenomeno dell’induzione a fiore riveste nella resa di un vigneto e
notevole. La produzione di uve da vino, infatti, risente particolarmente di fluttuazioni
annuali nella resa dei raccolti. Cio si stima possa essere dovuto a cambiamenti
riguardanti, in primo luogo, la numerosita delle inflorescenze formate e in secondo
luogo nel numero difiori per infiorescenza. Tra i fattori suscettibili di andare a modificare
la produzione di inflorescenze e quindi di bacche ne sono noti diversi. Sicuramente le
condizioni agro-metereologiche sono fondamentali. Fluttuazioni riguardanti I'intensita
luminosa e la temperatura sono capaci di ridurre il carico fruttifero in molte specie
arboree, vite inclusa. Vi sono poi numerose fisiopatie in grado di causare danni
all’apparato fiorale. Lo studio dei meccanismi molecolari che presiedono al complesso
fenomeno dell’induzione a fiore sicuramente & da implementare, soprattutto riguardo
la vite. Infatti, se molto e stato studiato e compreso per quanto riguarda piante modello
come Arabidopsis thaliana ancora poco e noto a proposito di Vitis vinifera. |l presente
studio che si inserisce nel piu ampio progetto di una tesi di dottorato, mostra due prove
che hanno avuto lo scopo di andare a creare una collezione di campioni di gemme di
vite, in particolare gemme ibernanti, che hanno la funzione di assicurare alla pianta la
propagazione della specie e al produttore il raccolto per I'anno successivo. Su questi
campioni e stato applicato un protocollo di estrazione dell’RNA al fine di poter svolgere
analisi trascrittomiche. L'obbiettivo di queste analisi sara quello di comprendere meglio
i meccanismi fisiologici e molecolari che stanno dietro al fenomeno della fioritura. Per
I’esperimento inoltre e stata scelta la cultivar Merlot in virtu della sua diffusione a livello

internazionale e quindi anche della sua rilevanza dal punto di vista economico.






Abstract

The importance that the flower induction phenomenon has in viticulture is notable. The
production of wine grapes, in fact, is particularly affected by annual fluctuations in crop
yields. This is estimated to be due to changes concerning, firstly, the number of
inflorescences formed and secondly in the number of flowers per inflorescence. Among
the factors likely to modify the production of inflorescences and therefore of berries,
several are known. Certainly agro-meteorological conditions are fundamental.
Fluctuations regarding light intensity and temperature can reduce the fruit load in many
tree species, including vines. There are also numerous physiopathological agents
capable of causing damage to the floral system. The study of the molecular mechanisms
that govern the complex phenomenon of flower induction certainly needs to be
implemented, especially as regards the vine. In fact, if much has been studied and
understood regarding model plants such as Arabidopsis thaliana, little is known
regarding Vitis vinifera. The present study, which is part of the broader project of a
doctoral thesis, shows two trials which had the aim of creating a collection of samples
of vine buds, in particular latent buds, which have the function of ensuring for the plant
the propagation of the species and for the producer the harvest for the following year.
An RNA extraction protocol was applied to these samples, in order to carry out
transcriptomic analyses. The objective of these analyses will be to better understand the
physiological and molecular mechanisms behind the flowering phenomenon.
Furthermore, the Merlot cultivar was chosen for the experiment due to its international

diffusion and therefore also its relevance from an economic point of view.






1 Introduzione

1.1 Lavite

La vite da vino (Vitis vinifera) € una delle colture pit importanti del mondo. Nella sola
Italia sono presenti 636mila ettari di vigneto di cui 590mila atti a vino (dati ISTAT). In uno
scenario di cambiamento climatico come quello a cui stiamo assistendo & necessario piu
che mai studiare quei processi biologici che piu di altri sono suscettibili di subire
variazioni al modificarsi delle condizioni agrometeorologiche. La fioritura, da cui dipende
la fertilita, € senz’altro uno dei fenomeni piu interessanti da questo punto vista,

dipendendo in modo particolare da luce e temperatura.

1.2 La gemma di vite

La decisione a fiorire € una delle decisioni piu importanti che la pianta € chiamata a
prendere. Sono molte le sfide che deve sopportare, innanzi tutto devono coordinarsi
diversi stimoli ambientali che comunichino ai sistemi interni della pianta che le
condizioni esterne sono favorevoli, in secondo luogo la pianta deve disporre di tutte le
risorse interne da destinare ai meristemi fiorali in via di sviluppo. La struttura che la vite
ha deputato al rinnovo delle sue strutture perenni e lagemma. Le gemme di Vitis vinifera
sono gemme miste, significa che sia le strutture vegetative, sia le riproduttive si trovano
al suo interno, a differenza ad esempio del pesco che porta gemme a legno e gemme a
fiore. Lo sviluppo della gemma avviene in due distinte stagioni vegetative (Fig. 1) e

I'imposizione di vari stimoli impedisce ad essa di aprirsi prematuramente.

1.2.1 Paradormienza, endodormienza, ecodormienza

L'evoluzione della dormienza delle gemme a cui e affidata la riproduzione di molte
piante & chiaramente legata alla necessita di far fronte a periodi dell'anno in cui le
condizioni di vita sono proibitive per la vita, in particolare I'inverno e il tardo autunno. A
questo riguardo e interessante notare come, evolutivamente parlando, la gemma sia
apparsa 100-400 milioni di anni prima del seme (Crabbe 1994). Pertanto, quasi tutte le
piante superiori hanno sviluppato meccanismi che impongono alle gemme un periodo

in cui la crescita e fortemente, se non del tutto, limitata.
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Figura 1: schema dello sviluppo della bacca durante le due stagioni vegetative, (Li Mallet et al., 2015).

Rohde e Bhalerao (2007) suggeriscono quindi una definizione di dormienza: “[definiamo
la dormienza] come l'incapacita di avviare la crescita dai meristemi [...] in condizioni
favorevoli”. Durante la stagione vegetativa, prima dell'imposizione della dormienza, la
gemma subisce un periodo di organogenesi che si estende indicativamente da febbraio
ai primi di giugno, la gemma sviluppa quindi due-tre scaglie, sei-dieci primordi fogliari e
due-quattro primordi indifferenziati. Questi ultimi daranno origine ai primordi
dell'infiorescenza che portera alla produzione della stagione successiva (Morrison 1991).
Dopo la formazione di una-tre infiorescenze, la gemma entra in dormienza. Lang et al
(1987) dividono la dormienza in tre fasi distinte chiamate paradormienza,

endodormienza ed ecodormienza.

e Paradormienza: detta anche inibizione correlata, si riferisce all'inibizione dello
sviluppo dei germogli, soprattutto quelli pronti (femminelle), ma non solo, da
parte dell'apice meristematico del germoglio che li porta. Numerosi studi hanno
dimostrato come |'apice del germoglio sia in grado di esercitare una dominanza
apicale nei confronti dei tessuti meristematici portati lungo I'asse del germoglio
stesso (Blazkova et al. 1999; Brown et al. 1967). La relativa inibizione puo essere
rimossa e/o controllata da numerosi fattori, alcuni dei quali sono nelle mani
dell'agricoltore. Torregrosa et al. (2012) suggeriscono come la dominanza apicale

si instauri su due livelli, il primo vede protagonista il meristema apicale (SAM) del
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germoglio principale R, che inibisce I'apertura delle gemme R+1 (prompt bud); il
secondo livello considera l'inibizione di R+2 (gemma ibernante) da parte di R+1.
Si instaura quindi un “gioco di forze” tra i vari apici. Tra i principali segnali che
inducono la paradormienza ci sono senza dubbio le auxine. Le quali sono
prodotte principalmente da tessuti in rapida crescita come gli apici dei germogli
e le foglie giovani (Ljung et al, 2005; 2001). E proprio il trasporto basipeto di
guesto ormone che viene generalmente accettato come responsabile della
paradormienza (Tamas 1987; Cline 1994).

Endodormienza: con l'avanzare della stagione vegetativa, i germogli, verso la
fine dell'estate, vanno incontro ad agostamento, trasformandosi da germogli a
tralci, tipicamente di colore piu scuro giallo-marrone. In questa fase muoiono gli
apici vegetativi e le foglie verdi, eliminando di fatto i segnali di dominanza apicale
che impedivano I'apertura dei germogli. Con |'avvicinarsi di condizioni ambientali
sfavorevoli alla vita, € necessario che nuovi segnali impediscano alla gemma di
germogliare. Come suggerisce il nome, questi segnali provengono dalla gemma
ibernante stessa. L'endodormienza € indotta principalmente dall'accorciamento
del fotoperiodo e dall'abbassamento delle temperature (Horwath et al, 2003;
Kihn et al, 2009; Pérez e Vergara, 2011; Grant et al, 2013; Cragin et al, 2017). Si
ritiene che nel mantenimento dell’endodormienza agiscano vari segnali
ormonali di cui il principale sarebbe I'acido Abscissico (ABA). Rinne e colleghi
(2011) hanno evidenziato come un periodo freddo sia necessario per |'uscita
dall'endodormienza. Emmerson e Powell gia nel 1978 avevano riscontrato che i
livelli di ABA diminuivano all'interno delle gemme della vite con I'accumulo delle
ore di freddo, studi simili furono effettuati anche sul melo, confermando questa
ipotesi (Powell, 1986). La vite necessita di 50-400 ore di freddo (a seconda della
cultivar) ad una temperatura inferiore a 7 °C (Pouget, 1963), ad esempio il
Merlot, oggetto della presente tesi, richiede almeno sette giorni consecutivi con
temperature inferiori a 10 °C (Pouget, 1988).

Ecodormienza: nota anche come post-dormienza o quiescenza. Il fabbisogno di

freddo della vite e relativamente basso rispetto ad altre specie come il pesco o il
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melo (Lavee & May, 1997; Dookozlian, 1999), & quindi facile comprendere come
I'endodormienza venga rapidamente superata esponendo la vite alle fredde
temperature invernali potenzialmente letali in arrivo. Per far fronte a questo
problema la vite ha evoluto il sistema dell'ecodormienza, ovvero una situazione
di blocco o rallentamento della crescita dovuta a condizioni climatiche avverse.
Una volta rimosse queste condizioni, la gemma sara libera di schiudere. La fine
della dormienza sara segnata da un repentino aumento della respirazione e del
contenuto di acqua all'interno della gemma, contemporaneamente vengono
ripristinate anche le connessioni vascolari con il resto della pianta (Keller 2015,
da verificare). Se per la levata dell'endodormienza & necessario soddisfare un
certo fabbisogno di freddo, per la fine dell’ecodormienza e invece necessario che
la pianta accumuli ore di caldo definite “fabbisogno termico” (Park & Park 2019).
Sono stati ideati numerosi modelli per il calcolo delle ore di freddo necessarie
per l'uscita dall'endodormienza (Erez et al, 1990; Fishmann et al, 1987;
Richardson et al, 1974); anche lo studio di modelli per il calcolo del fabbisogno
di calore & stato implementato negli anni (Snyder, 1985; Andreson et al, 1986).
L'applicazione di questi modelli permette di prevedere entro certi limiti la data

di germogliamento al termine del periodo di ecodormienza (Pouget, 1988).

1.2.2 Organomorfogenesi della gemma

Le gemme sono normalmente portate all’ascella delle foglie. La sviluppo della gemma
dormiente (o gemma d’inverno) inizia circa 3-4 settimane prima che il germoglio che la
porta emerga dalla struttura gemmaria formatasi durante la stagione precedente
(Morrison 1991). In corrispondenza di ogni nodo ci sono vari complessi meristematici: il
primo dara origine alla gemma pronta, la quale puo prendere diversi nomi a seconda
degli autori, che produrra nella stessa stagione della sua origine una gemma anticipata
chiamata femminella (o summer lateral) che puo essere fertile oppure no. Separata da
questa struttura ma nello stesso nodo e presente la gemma ibernante composta
(gemma d’inverno o gemma latente), (Vasconcelos et al 2009, May 2000). Quest’ultima
struttura puo essere a sua volta formata da almeno tre meristemi di diversa grandezza,

il pit grande dara origine alla gemma primaria (gemma di secondo ordine, gemma
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svernante, gemma dormiente o gemma latente), la struttura che formera I'infiorescenza
I’'anno successivo. Ci sono anche almeno un altro paio di meristemi piu piccoli che
daranno origine a gemme secondarie e terziarie, gemme di terzo ordine, le quali
tendenzialmente non si schiuderanno a meno che la gemma primaria non sia
danneggiata per qualsiasi motivo (Lavee and May 1997; May 2000). Queste gemme, a
seconda della stagione o della cultivar, possono o non possono portare infiorescenze.
Bugnon e Bessis (1968) hanno trovato un modo di classificare questi organi per capire la
loro gerarchia (Fig. 2): RO rappresenta il germoglio primario che porta le gemme, R+1 &
la struttura che dara origine alla femminella, R+2 e la gemma latente che normalmente
e sotto condizioni normali produrra il germoglio destinato a portare i grappoli la stagione
seguente. R+3 costituisce tutte le altre gemme ed in qualche maniera rappresenta una
sorta di piano di emergenza nel caso R+2 per qualsiasi ragione non si schiuda, (Figura 1).
Anche se la gemma pronta si sviluppa come un’appendice di R+1 essa dipende da RO per
il suo nutrimento, infatti lo xilema di questa porta direttamente a RO e non a R+1 (Pratt,
1974). R+2 prima del rilascio del primo primordio fiorale, sviluppa una o pilu brattee,
sull’asse nel quale si svilupperanno R+3-1, R+3-2, ecc. (Srinivasan & Mullins, 1981). A
differenza di R+2, queste ultime classi di gemme svilupperanno principalmente solo

primordi fogliari.

Secondary Main latent axis (R2)
latent axis (R3) Pre-scale

------- Plan of phyllotaxis

Turns 90° for each new
axillary meristem

Figura 2: Organizzazione del complesso gemmario portato all'ascella delle foglie in Vitis vinifera. Torregrosa et al.,
2021
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Verra ora descritto il ciclo di sviluppo della gemma R+2, la gemma ibernante, che dara

origine, durante stagione successiva, all’infiorescenza.

Il meristema produce il primo primordio fogliare (PF) intorno a maggio, il quale ha una
caratteristica forma appuntita riconoscibile al microscopio. Lo sviluppo di questi
primordi & acropeto con fillotassi distica (Srinivasan & Mullins, 1976), ovvero le piu
giovani sono piu piccole rispetto a quelle formatesi in precedenza. Molto presto nello
sviluppo del PF, al di sotto di esso, si creano delle squame che pero vedono il loro
sviluppo arrestarsi prematuramente per diventare strutture sclerificate atte a
proteggere il tessuto in formazione. | primi due o tre PF crescono rapidamente,
incorporando la struttura che successivamente si formera, la quale crescera lentamente
per poi fermarsi al momento dell’imposizione dell’ecodormienza attorno a settembre—

ottobre.

Il meristema apicale durante la prima stagione dara origine a 6-10 primordi fogliari ed a
1-3 infiorescenze primordiali (IP), (Morrison 1991), dopo la formazione di quest’ultimo

la gemma entra, appunto, in dormienza (Pratt,1971).

Lo sviluppo del germoglio all'interno della gemma vede il ripetersi di uno specifico
pattern: NO, N1, N2 (Carbonneau, 1976; Huglin & Schneider, 1998; Gerrath et al, 2001).
NO si riferisce ad un nodo che non porta né primordi fiorali né viticci; i due sono organi
omologhi in quanto provengono dalle stesse strutture meristematiche. N1 € un nodo
che porta un grappolo o un viticcio, come N2. Questo schema si ripete su tutto I’asse del
germoglio. Tuttavia, ci sono delle eccezioni: i nodi prossimali, (formati prima all’interno
del germoglio), raramente portano infiorescenze primordiali o viticci, ma dipende dalla
cultivar; ci sono varieta dove non sono presenti tracce di grappoli fino al sesto o settimo
nodo. Tuttavia, dopo questi nodi sterili, il gia citato modello NO-N1-N2 si stabilisce e

durera per tutta la durata del ciclo vegetativo (Fig. 3).
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Figura 3: esemplificazione del modello NO-N1-N2 che si ripete lungo I'asse del germoglio, modificato da Carmona
etal., 2002.
Gia negli anni 30 Barnard (1932) e Barnard & Thomas (1933) divisero il processo di

formazione dei fiori in tre fasi distinte (Fig. 4):

1. Formazione dell’Anlagen: € una formazione meristematica tondeggiante,
facilmente distinguibile dai primordi fogliari, i quali hanno tipicamente
una forma piu appuntita;

2. Formazione dell'infiorescenza primordiale: I'Anlagen subisce diversi
eventi di ramificazione per formare la struttura del grappolo;

3. Differenziazione dei fiori: in questa fase si formano tutte le strutture

caratteristiche del fiore, petali, sepali, stami e pistilli.

| primi due si verificano durante la prima stagione di sviluppo, I'ultimo avviene nei primi
mesi dopo la ripresa vegetativa, quando viene rimossa |I'ecodormienza, poco prima e
immediatamente dopo il germogliamento. Lo sviluppo dell'Anlagen inizia con la
formazione di una brattea nella porzione distale dello stesso (Srinivasan & Mullins, 1981;
Winkler & Shemsettin, 1937). La fase successiva vede I'Anlagen diviso in due parti
chiamate "braccia" (arms), una prima (braccio interno, in figura inner arm) di dimensioni
maggiori, vicino all'apice, e una piu piccola (braccio esterno, outer arm), appena sopra
la brattea (Pratt, 1971; Srinivasan & Mullins, 1976). Entrambi i bracci subiranno ulteriori

ramificazioni che porteranno alla formazione di un “primordio globulare ramificato
f h t lla f d “ d lobul ficato”
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(Scholefield & Ward, 1975). La classica forma conica del grappolo é data dal fatto che il
grado di ramificazione del braccio interno € maggiore verso la porzione prossimale e
minore verso quella distale. Una volta terminato questo fenomeno, la gemma tende ad

entrare in dormienza.

TWO-YEAR CYCLE OF GRAPEVINE FLOWER FORMATION
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Figura 4: formazione degli organi fiorali durante le due stagioni vegetative.

La formazione dell'infiorescenza vera e propria avviene all'inizio della ripresa della
stagione vegetativa (Williams, 2000), |'attivita dei meristemi riprende la sua attivita circa
una settimana prima del germogliamento (May, 2000; Vasconcelos et al, 2009). La
ramificazione dei primordi dell'infiorescenza riprende e continua per un paio di

settimane dopo il risveglio della dormienza (Bernard e Chaliés, 1987).

L'inizio dei primordi del fiore avviene in tempi relativamente brevi: Tourmeau (1976)
riferisce che questo periodo ¢ inferiore a due settimane. Si ritiene generalmente che gli
Anlagen che si sviluppano dopo la dormienza invernale non abbiano subito ramificazioni
importanti e non diano origine a fiori ma a viticci (Vasconcelos et al, 2009). A questo
proposito Cheema e colleghi (1996) hanno evidenziato come il livello di differenziazione

dei fiori lungo I'asse del tralcio diminuisce dalla base verso I'apice.
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1.3 Fattori che influenzano la fertilita

Vi sono numerosi fattori che possono influire sulla fertilita delle gemme di vite (Fig. 5),
in questa sede prenderemo in esame i principali, in relazione anche al cambiamento
climatico che sempre piu desta preoccupazione negli studiosi di tutto il mondo. Con il
termine “fertilita” di solito ci si riferisce ad una misura quantitativa del potenziale di
produrre frutti da parte della vite (Sommer, Islam & Clinegeleffer, 2000). Questo valore
puo essere stimato prima del germogliamento sezionando la gemma sotto il
microscopio, contando il numero di grappolini all’interno di ogni gemma, questo valore
€ a volte indicato come “fertilita potenziale”. Un sistema alternativo per valutare la
fertilita cosiddetta “reale” del germoglio consiste nel prelevarne un numero
rappresentativo una volta che il fabbisogno di freddo & stato soddisfatto, li si induce poi
a germogliare tramite la somministrazione di luce e temperatura ottimali, la fertilita si
puo valutare andando a contare i grappoli formati. La fertilita generalmente dipende
dalle interazioni tra genotipo, ambiente e pratiche culturali (Boss and Thomas, 2000).
Un germoglio & considerato fertile quando porta almeno un abbozzo di grappolo

(Antcliff & Webster, 1955).
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Figura 5: complessa rete di segnali esogeni ed endogeni che sono in grado di influenzare positivamente o
negativamente l'induzione a fiore, (Li Mallet et al., 2015).
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1.3.1 Luce

La vite e una pianta longidiurna opzionale, che non necessita di giornate lunghe per
essere indotta a fiore, come succede per altre specie arboree. Nonostante questo, il
ruolo della luce nella formazione fiorale & fondamentale tanto quanto il ruolo della
temperatura (Li-Mallet et al, 2016; Meneghetti et al, 2006; Vasconcelos et al, 2009;
Srinivasan & Mullins, 1981). L’ipotesi che la luce sia collegata all’intensita della fioritura
e quindi alla fertilita, risale da Antcliff & Webster (1955), a cui sono seguiti determinati
studi condotti da loro sulla varieta di uva varieta “Sultana”. Molti studi a questo
proposito in vite hanno mostrato come coprendo le piante dalla luce vi fosse una
riduzione della fioritura durante la prima stagione di formazione delle gemme (Baldwin,
1964; Alleweldt & Hofacker, 1975; Dry, 2000). Vasconcelos et al, (2009) inoltre

sostengono come la temperatura agisca sinergicamente con l'intensita luminosa.

La luce e in grado di influenzare la velocita di fotosintesi della pianta attraverso la
disponibilita dei carboidrati (Vasconcelos et al, 2009). La distribuzione dei fotosintetati
all'interno della pianta segue la teoria del “flusso di massa sotto pressione” ideata da
Ernst Munch nel 1930, dove si avvale del concetto di sink and source. Durante il loro
sviluppo, le gemme sono inizialmente deboli sink per i carboidrati poiché devono
competere con I'apice dei germogli in fase di crescita attiva (Hale & Weaver, 1962), i
meristemi della gemma ricevono i carboidrati di cui hanno bisogno dalle foglie che si
trovano dallo stesso lato del germoglio, ed esse esportano gli assimilati sia in direzione
basipeta che acropeta. In questo caso, pero, € I'apice del germoglio il destinatario della
maggior parte dei fotosintetati (Hale & Weaver, 1962). A questo proposito, i germogli
che sono posizionati all’'interno della chioma risultano meno fertili di quelli che si
trovano verso I’esterno e che quindi ricevono pil illuminazione (May et al, 1976; Morgan
et al, 1985). Per quanto riguarda il periodo piu critico per I'induzione dei primordi fiorali,
puo essere identificato verso la fine della primavera (Srinivasan & Mullins, 1981), infatti
esperimenti condotti ombreggiando le gemme in questo periodo hanno mostrato una

riduzione marcata della fertilita.
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1.3.2 Temperatura

E ben noto che le alte temperature sono necessarie per la formazione delle infiorescenze
all'interno del germoglio della vite (Alleweldt, 1963; Baldwin, 1964; Buttrose, 1974;
Zelleke & Kliewer, 1979; Dunn & Martin, 2000; Petrie & Clinegeleffer, 2005). Uno studio
condotto in camera di crescita su Moscato d’Alessandria, valutando la fertilita delle
gemme, ha evidenziato come, con un incremento delle temperature da 0°C a circa 35°C,
induca un aumento della fertilita per poi decrescere con I'aumento ulteriore della
temperatura dell’aria (Buttrose, 1969). Altri studi evidenziano che temperature sopra i
20°C sono sufficienti per avere un effetto induttivo, anche se potrebbero esserci
differenze tra le diverse cultivar e le diverse aree geografiche (Buttrose, 1970; Dunn &
Martin 2000; Kasimatis et al, 1975; Moncur et al, 1989; Zelleke et Kliewer, 1979). La
fertilita delle gemme e strettamente collegata alla temperatura dal momento che la
prima foglia del germoglio che la porta raggiunge 1.5 cm di diametro e i primi tre nodi
sono visibili. In particolare, sembra esserci un legame positivo tra le temperature medie
di meta luglio e il numero medio di infiorescenze per gemma (Alleweldt, 1963), inoltre
Baldwin (1964) riporta che la gemma € piu suscettibile alle temperature durante le fasi
5-7 dello sviluppo, secondo Eichorn & Lorenz. Una esposizione di sole quattro ore al
giorno (o notte) a temperature sotto i 30° C sono sufficienti ad avere una massima
fertilita (Srinivasan & Mullins, 1981). Il momento critico dove la temperatura e
fondamentale per la fertilita € circa tre settimane prima della formazione dei primordi

fiorali nelle gemme latenti (Buttrose, 1969; 1970).

1.3.3 Stato Idrico

Hsiao nel suo celebre studio “Plant Responses to Water Deficits, Water-Use Efficency,
and Drought Resistance” (1975) ha evidenziato gli effetti che lo stress idrico puo avere
sulle piante. La disponibilita di acqua influenza la fertilita ad almeno due livelli:
direttamente, essendo correlata all’espansione ed accrescimento cellulare ed
indirettamente coinvolgendo la produzione di carboidrati (fotosintesi), il sistema
ormonale e I'uptake di nutrienti, (Lovyes and Kriedemann, 1973; Dry and Lovyes, 1998;
Srinivasan and Mullins, 1978; 1979; 1980). |l deficit idrico pud anche compromettere il

processo di crescita dei germogli e se lo stress e tanto elevato puo influenzare la
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differenziazione dei primordi dell’infiorescenza (Vaadia and Kasimatis, 1961; Buttrose,
1974). Il periodo durante il quale la pianta € maggiormente sensibile allo stress € senza
dubbio l'inizio della prima stagione di sviluppo della gemma, in cui avvengono divisione
ed espansione cellulare dei meristemi. Ci sono diversi studi che dimostrano come uno
stress idrico anticipato e piu inibitorio a livello di fertilita rispetto ad uno ritardato
(Mattehewes and Anderson, 1989; Myburg, 2003). Oltretutto uno stress di inizio
stagione puod avere effetti sulle dimensioni delle bacche, e se persiste per un lungo
periodo, la fertilita delle gemme e affetta da una diminuzione drastica del numero e
dimensioni delle infiorescenze primordiali (Alleweldt and Hofacker, 1975; Buttrose,
1974; Winkler et al, 1974). Uno stress idrico durante il germogliamento puo ridurre la
crescita vegetativa e puo portare oltretutto ad un germogliamento irregolare. (Van Zyl,
1984; Wample, 1997). Hardie e Considine (1976), hanno evidenziato come un leggero
stress idrico (da -0.1 a -0.3 Mpa) durante la prima stagione possa portare ad una
riduzione del rendimento di circa il 40%. Bisogna sottolineare pero che altri studi svolti
da Smart et al (1990) hanno evidenziato come uno stress idrico possa addirittura
aumentare la fertilita delle gemme, poiché una pianta soggetta a stress idrico ha una
chioma ridotta; quindi, l'illuminazione che ricevono le gemme & piu elevata; questo &
stato anche riportato da May nel 1965. Il deficit idrico pud anche compromettere
I’equilibrio ormonale: sotto stress idrico una riduzione del contenuto di citochinine &
stato osservato a livello della linfa xilematica (Livne and Vaadia, 1972), parallelamente
ad unincremento di acido abscissico nelle foglie e negli steli (During and Alleweldt, 1973;
Loveys and Kriedeman, 1973). L'acqua €& quindi senza dubbio un fattore che pud
influenzare la fertilita delle gemme, Matthews and Anderson (1989) affermano che la
disponibilita idrica deve essere in quantita sufficiente ma non eccessiva. L'irrigazione
puo essere utile solo per garantire la giusta quantita di acqua in annate in cui il clima ed
altri fattori non consentono una buona prospettiva per quanto riguarda la fertilita delle

piante.

1.3.4 Disponibilita di carboidrati
Sicuramente una buona induzione fiorale ed un buono sviluppo richiedono una giusta

guantita di carboidrati (Caspari, 1998). La fisiologia dei carboidrati e lo stato nutrizionale
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della pianta, soprattutto durante il processo di induzione fiorale, possono determinare
il numero di grappoli durante la prima stagione di sviluppo della gemma (Candolfi,
Vasconcelos and Koblet, 1990). Blanke (1990) ha calcolato che ogni fiore di vite
necessita, dal momento dell’evocazione fiorale all’antesi, di 2 mg di zuccheri, che
corrispondono a 37,6 J di energia. | carboidrati intervengono nelle tre fasi principali dello
sviluppo del frutto: inizio dell’infiorescenza nel primo anno, emergenza dei fiori e la
meiosi che porta ai gameti all’inizio del secondo anno (Lebon et al, 2008). Durante il ciclo
annuale della vite, ci sono diversi organi che possono accumulare, o rilasciare, le riserve
di zuccheri ottenute con la fotosintesi. E noto che le piante immagazzinano I'amido negli
organi legnosi, durante la dormienza invernale, nella vite I'amido e localizzato
prevalentemente nei raggi del parenchima delle radici (Zapata et al, 2004). Durante la
primavera, quando la temperatura del suolo raggiunge i 10-12°C, il metabolismo della
vite viene ripristinato e I'amido immagazzinato nella stagione precedente viene
mobilitato (Huglin, 1986; Bates et al, 2002). E interessante notare che questa
mobilitazione delle riserve dura fino all’antesi (Zapata et al, 2003). Durante le prime
settimane dopo il germogliamento, I'unica fonte di carbonio ed energia per lo sviluppo
dell’'infiorescenza € I'amido immagazzinato negli organi legnosi (Winkler and Williams,
1938; Eifert et al, 1960; Bouard, 1966; Mullins et al, 1992; Huglin and Shneider, 1998).
Questa riserva di amido assicura I'alimentazione all’infiorescenza ed agli altri organi in
via di sviluppo fino alla fioritura. (Yang et al, 1980; Candolfi-Vasconcelos et al, 1994;
Caspari et al, 1998). Bennet et al, (2002) hanno mostrato come esiste una correlazione
positiva tra le riserve di amido negli organi legnosi all’apertura delle gemme ed il numero
di fiori in ciascuna infiorescenza. Durante il resto della stagione tali riserve vengono
ripristinate negli organi annuali (Bates et al, 2002) e perenni (Mullins et al, 1992; Zapata
et al, 2004); questo processo di rinnovamento delle riserve procede dalla fecondazione
fino alle prime fasi di maturazione delle bacche (Candolfi-Vasconcelos et al, 1994;

Caspari et al, 1998).

In tutte le piante legnose i meristemi vegetativi e riproduttivi competono per le risorse
che provengono dalla fotosintesi o dalla mobilizzazione dell’amido (Wardlaw, 1990). Per

guanto riguarda la fotosintesi, le foglie non esportano i carboidrati da loro prodotti fino
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al raggiungimento di un terzo della loro dimensione finale (Koblet, 1969; Alleweldt et al,
1982; Petrie et al, 2000; Stoev, 1952; Hale and Weaver, 1962). Nella vite questa
competizione tra organi pud compromettere I'allegagione; infatti, tramite determinate
pratiche agronomiche, ad esempio la piegatura del tralcio, si puo favorire la fertilita
(Coombe, 1962; Koblet, 1966; Smithyman et al, 1998; Vasconcelos and Castagnoli,
2000). E noto che le infiorescenze in via di sviluppo hanno limitate possibilita di attrarre
assimilati a causa delle loro piccole dimensioni rispetto alle foglie (Mullins et al, 1992).
E fondamentale identificare le possibili fonti di carboidrati che contribuiscono al
processo di formazione dei fiori. La prima fonte di carboidrati ovviamente &, durante la
prima stagione la foglia, all’inizio della seconda stagione I"'unica fonte di carbonio e di
energia sono le riserve di amido immagazzinate durante la prima stagione, man mano
che la crescita continua la fonte e rappresentata nuovamente dalla fotosintesi (Lebon et
al, 2008). Indubbiamente i carboidrati sono fondamentali per il processo riproduttivo
della vite, oltretutto perché possono partecipare alla regolazione di numerosi geni,
compresi quelli coinvolti nel processo di fioritura (Koch, 1996; Roldan et al, 1999; Ohto

et al, 2001; Gibson et al, 2005).

1.4 |l controllo ormonale della fioritura

E ben noto che gli ormoni possano influenzare ogni aspetto della vita di una pianta. La
fioritura e la fertilita non sono da meno. Effettivamente i fattori esogeni citati nei
paragrafi precedenti agiscono sulla pianta modificando proprio I'equilibrio ormonale
(Steward, 1976). Zeevart (1976) ha concluso, dopo i suoi studi, che per la formazione dei
fiori sia necessario uno specifico equilibrio ormonale. E stato difficile affrontare lo studio
degli ormoni coinvolti nello sviluppo dell’infiorescenza in Vitis a causa delle difficolta
riscontrate nel reperire campioni di tessuto dai meristemi coinvolti date le loro
piccolissime dimensioni. Nonostante ciod, ad oggi sono note diverse informazioni che

sono riportate di seguito.

e Gibberelline: le Gibberelline (GAs) e le Citochinine (CKs) sono ormoni essenziali
coinvolti durante il processo di fioritura (Li-Mallet et al., 2015). Le GAs sono

conosciute per stimolare le piante alla fioritura sotto condizioni non induttive
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(Zeevart, 1961). Tuttavia, in vite vi sono diverse prove che evidenziano come le
GAs agiscano da inibitori della fioritura (Alleweldt, 1961). Nonostante cio, il ruolo
delle gibberelline nella formazione dell’Anlagen € ben documentato:
quest’ultime sono richieste durante la formazione degli assi fiorali e durante la
fase successiva: lo stadio a due ramificazioni del meristema fiorale. Quindi, il
ruolo delle GA nel processo dell’induzione a fiore in Vitis & duplice a seconda
dello stadio di sviluppo del germoglio. Nella fase iniziale le gibberelline sono
promotrici della fioritura perché la formazione dell’Anlagen richiede GA,
successivamente essendo le gibberelline promotrici della crescita vegetativa
agiscono come inibitori spingendo il meristema a formare viticci invece di fiori
(Vasconcelos et al, 2009). A sostegno di cio, le piante trattate con Clorquemat,
un ritardante della crescita, vengono portate a formare infiorescenze al posto di
viticci (Srinivasan and Mullins, 1980). Il Clorquemat € un inibitore della sintesi
delle GA (Lang, 1970). Inoltre, nei viticci sono stati individuati livelli di
gibberelline pil alti rispetto agli altri organi (Monakov, 1976). La Vitis vinifera &
molto sensibile alle applicazioni esogene di GAs (Srinivasan and Kessler, 1975;
Weaver and McCune, 1959), ed un’applicazione di gibberelline determina la
trasformazione delle infiorescenze in viticci o strutture simili a viticci (Monakov,
1976; Moore, 1970). Srinivasan e Mullins (1980) hanno scoperto che applicazioni
di GA3 o di GA4+GA7, a basse concentrazioni (3umol/L) possono indurre il
germogliamento della gemma latente nella stagione in corso ed inibire la
formazione di infiorescenze.

Citochine: come per le gibberellineg, il ruolo delle citochinine nel controllo della
fioritura in Vitis vinifera € ben documentato (Mullins, 1992b; Srinivasan and
Mullins, 1978; 1979; 1980a; 1981a; 1981b). Questi autori hanno indotto lo
sviluppo dell’infiorescenza al posto di viticci con un trattamento di CK. E
interessante notare che la conversione da viticcio ad infiorescenza avviene nei
meristemi ma puo avvenire anche in viticci giovani che mostrano una morfologia
tipica (Mullins et al, 1992). L'applicazione simultanea di Clorquemat e CK nei

viticci puo portare ad una prolifica formazione di fiori (Srinivasan and Mullins,
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1979; 1980). Questi risultati possono supportare la tesi secondo cui la variazione
nell’equilibrio di questi due ormoni potrebbe determinare il destino dei
meristemi laterali, se si tratta di viticci o di infiorescenze (Carmona et al, 2007).
L'eccesso di stimoli ambientali, come luce e temperatura, possono influenzare
I'equilibrio nella regolazione dei meristemi laterali. E ben documentato che le
CKs che si possono trovare nelle gemme in via di sviluppo provengono dalle radici
(Mullins et al, 1992b), in effetti la linfa dello xilema contiene un’elevata
concentrazione di CK durante il germogliamento e la fioritura (Nitsch and Nitsch,
1965; Skene and Kerridge, 1967), e cio indica I'importanza di questo ormone in

tali processi. La figura 6 mostra le interazioni tra i due ormoni.
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Figura 6: schema dell'interazione tra citochinine e gibberelline durante i vari processi di induzione fiorale

1.5 |l controllo genetico della fioritura
Esistono diversi integratori fiorali che si suppone abbiano un ruolo centrale
nell'induzione della fioritura in piante modello come Arabidopsis thaliana; tuttavia, si sa

meno di altre specie come Vitis vinifera.

Sono note almeno tre fasi principali riconosciute come sotto controllo genetico
(Meneghetti et al, 2006; Vasconcelos et al, 2009). La prima riguarda il meristema apicale
ed il suo passaggio da vegetativo a riproduttivo, cio avviene durante la prima stagione
intorno a giugno dove si sono formati i primi Anlagen. La seconda fase vede coinvolti i
geni legati all'identita degli organi floreali e alla formazione dei verticilli che avviene

all'inizio della seconda stagione. L'ultimo passo prevede la produzione di effettori
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mediata da geni dell'identita dell'organo fiorale: in questo modo il meristema specifica

i vari tessuti che costituiscono il fiore (Krizek e Fletcher, 2005).
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Figura 7: rappresentazione schematica della complessa rete di segnali molecolari che si instaura durante i processi
di induzione fiorale e sviluppo dell'Anlagen in Vitis vinifera, (Sreekantan et al., 2010).

La Figura 7 mostra la complessa rete di segnali molecolari che la pianta deve coordinare
per poter andare a fiore. Si noti il ruolo centrale di FT (Flowering Locus T, il cosiddetto
florigeno) e di CO (CONSTANS). Sono stati caratterizzati due omologhi del gene CO di
Arabidopsis: VwCO e VCOL (CONSTANS-like) (Almada et al., 2009). Entrambi i geni
mostrano una peculiare espressione nel tempo con un picco all’alba. Questo € in
accordo con i modelli gia noti di Arabidopsis, dove I'espressione di AtCO e regolata dai
geni dell’orologio circadiano (Greenham et McClung, 2015). Il gene CONSTANS (CO)
codifica per un fattore di trascrizione (TF) del tipo zinc-finger. Questo TF sembra essere
importante per la regolazione della fioritura indotta dalla lunghezza del giorno. Il fatto
che questo gene sia sotto il controllo dell’orologio circadiano determina un’oscillazione
dei suoi livelli di espressione durante il giorno. In condizioni induttive la fioritura CO e in
grado di andare a riprogrammare la trascrizione favorendo la produzione del gene FT,

altro fondamentale promotore fiorale. Almada et al., 2009, hanno identificato come la
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maggior produzione di VwCO e VWCOL avvenga all’interno delle foglie, cido non sorprende
in quanto le foglie piu di ogni altro organo sono suscettibili di avvertire variazioni del
fotoperiodo e/o dell’intensita luminosa. Una volta che i geni dell’orologio si sono
sincronizzati e CO ¢ libero di svolgere i suoi scopi si ha la produzione di FT a valle di CO
(Samach et al, 2000), cid avviene sempre all’interno delle foglie e piu precisamente nelle
cellule compagne del floema. FT prodotto su stimolo di CO viene quindi caricato nel
floema dalle cellule compagne attraverso dei meccanismi di trasporto non ancora
chiariti (Turck et al, 2008), da qui viene traslocato fino al SAM attraverso i plasmodesmi.
E lecito ipotizzare la presenza di altre molecole che possono fungere da carrier per FT,

ma finora non sono state identificate.
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Figura 8: interazione tra FT e FD durante il processo di induzione a fiore nell'apice meristematico (SAM).

La proteina FT, tuttavia, non possiede all'interno della sua struttura domini conosciuti
per legare il DNA; pertanto, essa dovra essere in grado di interagire con altre proteine
per originare una qualche risposta fisiologica. Questa proteina e stata riconosciuta
essere un fattore di trascrizione di tipo bZIP. Una volta giunto all’interno del SAM, FT in
effetti interagisce con la proteina FD (Flowering Locus D). L'mRNA di FD é stato trovato
in grandi quantita proprio nel SAM suggerendo che questo sia il sito principale per la sua
produzione. FD e in grado di formare con FT un eterodimero capace di interagire con i

geni determinanti I'identita fiorale come AP1 e FRUITFUL (FUL). FD quindi, in presenza
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di FT, e stato dimostrato essere in grado di attivare i geni di identita fiorale del

meristema, (Fig. 8), (Wigge et al, 2005).

Una volta che il complesso formato da FT ed FD & in grado di agire, esso, a livello del
meristema, coordina la trascrizione di altri geni, alcuni dei quali sono stati identificati in
Arabidopsis sebbene molti progressi debbano ancora essere fatti per quanto riguarda la
Vitis vinifera. | principali sono i seguenti: AtTFL1: & un repressore della risposta alla
fioritura, agisce agonisticamente a LEAFY e contribuisce a mantenere l'identita del
meristema, AtLEAFY (abbreviato LFY) & coinvolto nel passaggio dal meristema vegetativo
alla modalita riproduttiva, mentre AtAP1 é coinvolto nello sviluppo dei meristemi
floreali, infine AtFUL agisce in modo ridondante con AP1 nella specificazione del
meristema fiorale ed & coinvolto anche nel normale sviluppo del frutto. In particolare,
LEAFY & un gene che fa si che i meristemi si sviluppino in fiori invece che in foglie con
germogli associati, € coinvolto nell'identita del meristema floreale, codifica un fattore di
trascrizione specifico della pianta e si trova in tutte le piante terrestri. Quando il gene e

sovraespresso, la pianta € meno sensibile ai segnali ambientali e fiorisce prima.
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Figura 9: modello ABCDE in Arabidopsis thaliana, Couto and Amorim, 2019.

Per quanto riguarda i geni che esprimono l'identita dei vari organi fiorali comunemente

si fa riferimento al modello ABCDE mostrato nella figura 9. Si tratta di un modello ben
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studiato in piante modello, sfortunatamente anche in questo caso meno conosciuto &

qguanto accade in Vitis vinifera.
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Figura 10: effetto di mutazioni knockout sul fenotipo fiorale. Wildtype indica un fiore senza mutazioni, il mutante
A, risulta privo di sepali e petali, il mutante B é privo di petali e stami, il C é privo di stami, carpelli e ovuli, il D invece
manca degli ovuli, mentre un mutante E, risulta privo di ogni struttura tranne che dei sepali, (Ferrario et al., 2004).

Sono stati identificati almeno diciotto geni ABCDE rappresentativi della vite, i quali
codificano per fattori di trascrizione che a loro volta regolano I'espressione di altri geni
a valle che esplicitano appunto l'identita degli organi corrispondenti ai vari verticilli:
sepali, petali, stami, carpelli e ovuli. Questo sistema funziona grazie alla formazione di
tetrameriin grado di legarsi al DNA, agendo da fattori di trascrizione. Come si puo notare
in figura 9 i sepali sono specificati da due prodotti genici AP1 (APETALA1) e SEP
(SEPALLATA), se uno dei due prodotti genici dovesse venire a mancare per qualsiasi
motivo si manifestera un fenotipo privo sepali. | petali invece sono espressi da un
tetramero formato da ben quattro proteine diverse codificate da altrettanti geni:
troviamo ancora SEP e AP1, ai quali si aggiungono AP3 (APETALA3) e PI (PISTILLATA), se

un gene di classe B (AP3 e Pl) dovesse venire a mancare si avranno soltanto sepali, se

28



dovessero mancare i geni di classe A si avranno solo stami, e cosi via, la figura 10

presenta I'effetto delle mutazioni a perdita di funzione e le loro relative conseguenze.
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2 Scopo della tesi

Sono stati condotti due esperimenti in parallelo su due vigneti a poca distanza I'uno
dall’altro. La prima prova, esplorativa, ha avuto lo scopo di collezionare campioni di
gemme, in tempi differenti, in quantita sufficienti per poter estrarre 'RNA e condurre
analisi di RNAseq (analisi trascrittomiche), ormonali e metabolomiche. Un secondo
esperimento e stato eseguito con lo scopo di verificare I'effetto della defoliazione sulle
gemme portate all’ascella delle stesse foglie, sull’induzione a fiore. Si & potuto quindi
elaborare un protocollo sperimentale per il campionamento di gemme e di conseguenza
e stato possibile formare una cospicua collezione di campioni biologici in due situazioni
differenti. Essendo gli esperimenti condotti in pieno campo i dati che da essi saranno
ricavati e probabile rispecchieranno la reale situazione di campo rispetto ad esperimenti

condotti in vaso in condizioni piu controllate.
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3 Materiali e metodi

3.1 Materiale vegetale e scelta varietale

Nel 2023 sono stati individuati due vigneti differenti (Vitis vinifera cv Merlot) ubicati a
poca distanza I'uno dall’altro; uno a Due Carrare (PD) e I'altro a Battaglia Terme (PD) alle
pendici dei Colli Euganei. Le coordinate geografiche dei due siti sono: Due Carrare
45.30051727410473, 11.796391892541742; Battaglia Terme 45.29067592071133,
11.790036578242113 (Fig. 11).

Figura 11: Foto da satellite dei due siti dove sono state svolte le prove, a destre il sito A, Cantine Dal Martello, a
sinistra il sito B, Cantine Salvan Vigne dal Pigozzo.

Per facilitare I'esposizione, si parlera della prima azienda come azienda A, e della

seconda come azienda B. Analogamente verranno identificati gli esperimenti A e B.

L'azienda A é situata ai piedi dei Colli Euganei, Cantine Dal Martello. Qui, la messa a
dimora del vigneto campionato e stata nel 2000 e si trova in direzione Nord-Sud. Per
guanto riguarda lI'’esperimento B, il campionamento e stato effettuato presso la Cantina
Salvan-Vigne del Pigozzo, a Battaglia Terme (PD) a 9m s.I.m., dove la messa a dimora del
vigneto studiato e stata nel 1997 ed e posizionato in direzione Est-Ovest. Entrambe le
aziende selezionate si posizionano al confine Est della DOC dei Colli Euganei. Le altre
denominazioni di origine di cui fanno parte sono: DOC Prosecco, DOC Corti Benedettine

e DOC Bagnoli.
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La scelta delle aziende si & basata sul fatto che questi territori sono particolarmente
vocati per la coltivazione della vite e piu in particolare proprio per la cv. Merlot. La zona
su cui sorgono le colture interessate presenta un suolo di medio impasto, calcareo che

riesce a dare le peculiarita di morbidezza e mineralita a questo vino.

| trattamenti fitosanitari sono stati quelli previsti dal piano aziendale. Non erano previsti
piani di concimazione. In entrambe le aziende non sono state effettuate lavorazioni

sull’interfila

La cultivar selezionata per entrambe le prove e stata la varieta “Merlot”, vitigno
internazionale particolarmente diffuso nella zona dei Colli Euganei. Entrambi i vigneti
selezionati sono innestati su Berl x Rip 161-49 ed allevati a cordone speronato con sesti

d’impianto 1,8 x 0,81 m. In nessuno dei due vigneti & presente irrigazione a goccia.

La cultivar Merlot, cosi come altre varieta francesi, vennero importate in Veneto gia a
partire dal 1968-69. Lo scopo era quello di valutare se queste resistessero meglio alle
malattie o fossero qualitativamente piu performanti rispetto alle coltivazioni locali. Ad
oggi, il Merlot costituisce il vitigno piu diffuso dei Colli Euganei (nel 2014 rappresenta un
quinto della superficie vitata) e viene utilizzato sia in purezza che, come componente
fondamentale del Colli Euganei Rosso DOC, (Guy, 2015). Il Merlot presenta alcune
caratteristiche che lo rendono una buona scelta per gli esperimenti svolti. La fioritura di
questa cultivar ha la peculiarita di essere precoce, partendo dalla terza decade di
maggio; questo permette di avere a disposizione un periodo di tempo maggiore per la
raccolta dei campioni. E inoltre una varieta che si adatta bene ai cambiamenti ambientali
che possono caratterizzate le diverse annate; cio permette di ottenere fioriture costanti
anche in condizioni non ottimali. Trattandosi inoltre di una coltivazione internazionale,
fa si che i risultati ottenuti dallo studio non siano limitati al territorio italiano, ma

possano risultare di interesse anche per altri autori.

3.2 Piani sperimentali e campionamenti
Intorno a fine maggio e stato condotto un sopralluogo in entrambi i siti per selezionare
i germogli da prelevare nei vari time point. Sono state usate delle fascette di plastica

numerate per evidenziare tutti i germogli da prelevare, la scelta e stata effettuata
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privilegiando i germogli che mostravano ai primi di maggio uno sviluppo piu uniforme,

mentre per le piante considerate sono state scartate quelle che presentavano

vegetazione scarsa o tracce di malattie.

Esperimento A: sono state considerate una sessantina di piante, per ciascuna
sono stati scelti due germogli da prelevare, per un totale di circa 120 germogli.
Si e considerato il prelievo di venti germogli a campionamento e sei time point di
campionamento per entrambi gli esperimenti. | campionamenti sono stati
effettuati a partire dal 16/06, un secondo campionamento & stato fatto una
decina di giorni dopo il 26/06, il terzo e il quarto sono stati fatti rispettivamente
il 3/07 e il 10/07. Gli ultimi campionamenti verranno effettuati in settembre
prima dell’entrata in dormienza.

Esperimento B: in questo caso sono state considerate circa il doppio delle piante.
Una meta e stata tenuta come controllo non defoliato, I'altra meta, appena
raggiunti gli stadi di sviluppo 16-17 secondo Eichhorn e Lorenz (10-12 foglie
separate), & stata defoliata asportando le prime cinque foglie, a partire da quelle
prossimali, e le foglie corrispondenti ai nodi 9-10-11. La scelta di questo schema
e giustificata dal fatto che il Merlot € una cultivar solitamente mantenuta
attraverso forme di allevamento a potatura corta. Le foglie sono state rimosse il
9/06. Il primo campionamento e stato fatto il 21 giugno, il secondo il 27/06, il
terzo e il quarto rispettivamente il 3/07 e il 12/07. Anche in questo caso &
previsto un campionamento a settembre in corrispondenza dell’imposizione

della dormienza.
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Figura 12: a destra: asportazione della gemma mediante bisturi, prima di localizzarla in azoto liquido. A sinistra:
esempio di germoglio da campionare, si notino i circoletti neri che indicano le gemme da campionare alle ascelle
delle foglie. Si possono vedere anche degli abbozzi di femminelle che all’atto del campionamento in laboratorio
sono stati scartati.

Per quanto riguarda i campionamenti la procedura seguita e risultata la stessa per
entrambi le prove. | germogli prelevati sono stati posti in acqua per evitare
disidratazione e subito portati presso il Laboratorio di Biologia Molecolare delle Specie
Arboree. Qui dopo aver preso delle fotografie (Fig. 13) per valutare lo stato della
vegetazione, sono state asportate, mediante bisturi sterile (Fig. 12), le gemme
corrispondenti alla corona e ai nodi 1°-2°-3°-4° e 10° (Fig. 10). Queste sono state poste
immediatamente in azoto liquido al fine di evitare fenomeni ossidativi. In questo modo,
in contenitori separati sono state collezionate gemme corrispondenti esclusivamente

alla gemma di corona, al primo nodo, al secondo e cosi via. Sara possibile quindi studiare

‘?‘#ﬂ’“\@t:);‘ k‘

I'effetto che la posizione della gemma ha sulla fertilita.

Figura 13: esempio di due germogli campionati durante I'esperimento B il 3/07.
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Ogni campione ottenuto & stato poi stoccato a -80°C in attesa di ulteriori analisi.

3.3 Estrazione di RNA

L’estrazione dell’RNA e stata effettuata tramite il kit della Qiagen: RNeasy® Plant Mini.
L’estrazione e avvenuta a partire da 40mg di campione macinato, per quanto riguarda il
protocollo seguito sono state fatte delle modifiche rispetto a quello suggerito dai
produttori. In particolare sono stati aggiunti al buffer di estrazione 0,022g di PVP
(Polivinil Pirrolidone) e 5ul di Ca(OH), per ogni campione. Il primo composto € necessario
per allontanare meglio le varie proteine che potrebbero inquinare il campione, mentre
I'idrossido di calcio serve per favorire la precipitazione dei carboidrati, che si e visto
rappresentano una grossa difficolta alla qualita dell’estratto finale. La DNAsi e stata fatta

in colonna secondo le istruzioni del produttore.

La quantita di RNA totale ottenuto & stata determinata usando Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific, Nanodrop Products, Wilminghton, DE, USA). La qualita della preparazione &
stata valutata mediante comparazione delle letture spettrofotometriche a 230, 260 e
280nm ed analisi elettroforetica, su gel di agarosio all'1%, per verificare I'assenza di
degradazione, (Sambrook J., Fritsch E.F. and Maniatis T. (1989): Molecular cloning: a

laboratory manual. 2nd edit.).
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4 Risultati attesi

In generale possiamo dire che il risultato piu rimarchevole & stato senz’altro la collezione
di un elevato numero di campioni di gemme che saranno necessari per poter portare
avanti ulteriori analisi. Attualmente vi sono pochi studi che si sono occupati di far luce
sull'influenza che la posizione della gemma lungo il germoglio ha sulla fertilita
(Vasconcelos et al.,, 2009). Attraverso il presente lavoro sara possibile indagare
differenze di espressione a livello trascrittomico tra i vari campioni al fine di poter
prevedere la fertilita delle singole gemme. Sara inoltre possibile studiare in dettaglio i
geni deputati al controllo fiorale e la loro espressione nel tempo, oggi poco si sa su cosa
succede in Vitis all’'interno dei meristemi fiorali a livello molecolare, il presente studio si

propone di far luce su questi aspetti.

L’esperimento B ha permesso di raccogliere altri campioni ma in una situazione che
possiamo definire di stress per la pianta, cioe la defoliazione. Dalla letteratura sappiamo
che lo sviluppo dell’'uncommitted primordia di Vitis vinifera cv Merlot comincia circa sei
settimane dopo il germogliamento (Carolus, 1970), la defoliazione & avvenuta proprio
durante questo periodo al fine di poter studiare I'influenza che ha la foglia in condizioni
di normalita. Confrontando i trascrittomi della tesi defoliata con quella di controllo sara
possibile anche fare luce sul ruolo che hanno le foglie nell’induzione a fiore. Ulteriori
studi effettuati da Carmona et al.,, (2007) su Tempranillo hanno evidenziato come
intorno a maggio VVFT sia scarsamente presente, € lecito ipotizzare quindi che FT entri
in gioco in un periodo successivo a maggio e che quindi influenzi la fioritura verso i primi

di giugno.
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5 Conclusioni e prospettive future

In generale si puo concludere che con questo lavoro di tesi & stato possibile ottenere i

seguenti risultati:

- E stato messo a punto uno schema sperimentale per lo studio delle gemme in
funzione della loro posizione lungo il germoglio;

- Sono stati ottenuti campioni di gemme in quantita sufficiente da poter effettuare
diversi esperimenti a livello trascrittomico e metabolomico;

- Sono stati ottenuti gli RNA purificati di gemme sottoposte a defoliazione con la
possibilita I'effetto che questo fenomeno ha sulla fertilita delle stesse anche
considerando il ruolo di spicco che hanno le foglie nella percezione dei segnali
luminosi che tanto sono in grado di influenzare la fioritura, tramite I'espressione

di CO e FT.

Sono in programma altre prove del genere da svolgersi in Australia tra il 2023 e il 2024.
Tra i campioni biologici raccolti verranno selezionati quelli di maggior interesse che
saranno sottoposti a RNAseq. Attraverso i dati ottenuti tramite il sequenziamento del
trascrittoma sara possibile analizzare eventuali differenze nell’espressione dei geni
coinvolti nella fioritura e nella fertilita, studiando I'effetto che la posizione della gemma
lungo il germoglio ha sulle stesse. Per quanto riguarda I'esperimento B ci aspettiamo che
I’asportazione delle foglie causi un calo piu o meno importante di fertilita all’interno
delle gemme coinvolte. Interessante sara quantificare questo calo mediante analisi

fenologiche gia in programma per la primavera 2024.

In conclusione, possiamo dire che sono state poste le basi per una serie di ulteriori prove
che saranno utili per studiare la genetica della fioritura in vite e comprendere meglio i

fattori che influenzano la fertilita, la qualita e quantita di uva prodotta.
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