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Un approccio trascrittomico
su un genoma di riferimento eterozigote
svela |'attitudine degli agrumi
per gli usi in IV Gamma
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Task 1.6: Identificazione di geni per la selezione di mandarino-
simili e arance Tarocco idonee per la IV gamma

Angelo Ciacciulli (CREA OFA)

Identificare e studiare i principali geni e mutazioni potenzialmente causative dei caratteri
Q che contribuiscono a spiegare la migliore attitudine alla destinazione in IV gamma di cloni
- di arancio Tarocco e di ibridi di mandarino-simili.

Campionamento 2021 - 2022

Varieta di ARANCIO TAROCCO suddivise in precoci

(dicembre, gennaio), medie (marzo), tardive Varieta di IERIDI di MANDARINO precoci
l ~/| (maggio). l J (novembre, dicembre).

Varieta di ARANCIO TAROCCO suddivise tra cloni
di importanza commerciale e appartenenti alla

l v/l collezione di germoplasma.

l /l Analisi pomologiche, qualitative, e reologiche

l \/I Scelta della Migliore e Peggiore varieta di ARANCIO e IBRIDO, e sequenziamento RNA da succo.

"POFACS - CONSERVABILITA, QUALITA E SICUREZZA DEI PRODOTTI ORTOFRUTTICOLI AD ALTO CONTENUTO DI SERVIZIO”
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creq Analisi pomologiche, qualitative e reologiche

Cnigopeniemanaonn—— (in collaborazione con OR 6.13 Allegra M., Sciuto G., Strano M.C))

e l'analisi dell'economia agraria

Indicatori
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RNASeq differenziale su assembly DVS_A
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(IV gamma) VCR
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|| Protein families: genetic information process
| | Protein families: signaling and cellular proce
[l Biosynthesis of other secondary metabolites
[l Carbohydrate metabolism

[ Amino acid metabolism

[l Metabolism of terpenoids and polyketides

[ Em fon Processing

| Genetic Information Processing

[ Protein families: metabolism

[ Unclassified: metabolism

[l Energy metabolism
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|| Protein families: genetic information process
B Energy metabolism

|l Carbohydrate metabolism

|| Environmental Information Processing

[ Protein families: metabolism

|| Genetic Information Processing

| | Protein families: signaling and cellular proce
[ Amino acid metabolism

[} Unclassified: metabolism

[l Biosynthesis of other secondary metabolites
|l Lipid metabolism

10/11 categorie funzionali sono in comune, sebbene con un numero di geni differente.

Metabolismo dei terpenoidi & Metabolismo dei lipidi sono le categorie uniche dei DOWN e y
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gcre a IL RAMMOLLIMENTO DEL FRUTTO
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switched-OFF

&
switched-ON

5 Tarocco Amantea 134 101 282
70

;‘ Tarocco Rosso VCR 8 59 450 -
L 21
5 Early Sicily 156 99 262 - |
SO s
P Galatea 29 90 398 - '
7’ 1
x” |
Tra i geni sottoespressi in Tarocco Amantea (ulteriormente selezionati MMJI
perché il livello di espressione viene anche valutato in funzione del i::f‘ I
numero di count) troviamo il gene della poligalatturonidasi, enzima W(di |
che degrada le pectine (principali componenti delle pareti cellulari) et :
contribuendo ad un maggior softening. |l Tarocco Amantea é stato N
selezionato per la sua maggiore resistenza al taglio. ;

Tra i geni condivisi si colloca la Beta-amirin sintasi coinvolta nella sintesi di lupeolo, alfa e
beta-amirina, tra i pit importanti terpenoidi presenti nella cuticula carnosa del frutto;
quest’ultima svolge un ruolo fondamentale nel mantenimento della qualita nella shelf-life
post-raccolta, prir:fipalmente evitando il rammollimento dei frutti causato dalla perdita di

\acqua. M. j

Plasmolyzed Flaccid
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switched-ON

&
switched-OFF

Tarocco Amantea 0 28 478

15
Tarocco Rosso VCR 42 93 371 s
7/
Early Sicily 7 50 449 b
s 23
Galatea 69 124 313 -
7 '
®

Tra i geni sovraespressi in arancio ritroviamo WAT1 (WALLS ARE
THIN1), una proteina specifica di pianta che determina lo spessore
della parete cellulare secondaria delle fibre legnose, contribuendo a
spiegare la migliore separazione in spicchi e resistenza al taglio dei
frutti di questa varieta.

D e S

La sovraespressione del gene giberrelin 20 ossidasi 2 supporta
quanto gia riportato in bibliografia, ovvero che la GA3 ritarda il
softening.
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SNP discriminanti per attitudine 17
con rferimento Valencia DVS_A

INDEL discriminanti per attitudine
con rferimento Valencia DVS_A e
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' Perdi i rozigosi ressione allel ifica?
crea erdita di eterozigosi o espressione allele specifica

‘ Consiglio per la ricerca in agricolura

¢ lanalisi delleconomia agraria

Ethylene-responsive transcription factor ERFO61

® org
Methianine
sanes)
File Genomes View Tracks Regions Tools Help ot
C_sinensis_Valencia DV... | v | |CM039163.1_Chr3 DVS A -| 1_Chr3_DVS_Ac1,000,489-1,004,264 Go Y < PO x = | <) o M_m,"w BB @
H 1-Aminocyclopropanc-1-carboxylic acid
X ile @ |3
£ ACC-oxidase (ACO) g
] . HE
3.777 bp B b )
- A — [— e HE
i i L A | L ' =& HH
— £ Perception of ethylene by its binding bl =
10TRomsol Abgred sortedByce | 471 || | = to cthylenc binding receptor 2| g
kb Corrn B - - I —— i HE
frE— = sz
-y Response
H\\F (Ripening nnd senescence etc.)

10-TRossal,akgred sortedéysc
out bam

S ————— ]

ot barn Cavarage B .||

+Galskasl

4-Galateal_Algned sortedByCo. - I 1N
I o ] 1 1

PR rvyrs— A e
e E
2-EarlySichy2 £ m— —
e —
v A
Rl |

. J
ERe—p———— A

oced out baem Covarage

sarted

osrdcut barm junctiors

s Tamantas)_algrad sortad
L cut barn

Er—

_sinensis Valendia VS _A_vL_ T T S S S S S S i — —— -
oma-geneiodels offs gane.KPLTO_00ST1S gene.kpLI0 008726

[ ok onies— J[o]reames 1ceovs [ [Fetemorass




Creca Perdita di eterozigosi?

S s e ethylene-responsive transcription factor RAP2-4
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LIMITI DEL MODELLO APLOIDE

R t  Modello genico
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= e ®..20 | EIHH-\-HHIM-MH.
e _ - S — - L w i
Reads orfane
s ‘ B "
§s = 2




Crea Sviluppo della pipeline per analisi

&) S transcrittomiche su genomi diploidi

Make index for 8 GO enrichment and
Eiipaicninea heterozygous i DGE analysisin R b Kegg enrichment b
decoy fasta file by b V8 I quantification by 14 Y ggh. , d Y
ha) o ercend genome by Salmon Salmon quant Deseq2 ShiniGO an
< index blastkoala

Ciacciulli A., Caruso P., Allegra M., Sciuto G., Strano M.C,, Licciardello C.

Circular representation of the
' heterozygous sweet orange
66 TALANSOGIEIVOF genome (Wu et al., 2023)

AGRICULTURAL GENETICS
Bari, 5-8 September 2023




& C I'e a CONFRONTO FRA TRASCRITTOMICA SU GENOMA

Tl e APLOIDE E DIPLOIDE

RISULTATI
" - Ancatation data Provew et 100 | Goniond
- e ‘Sumemary 183 entries (33.4%) annotated
Poncirst Ve Pahey oy

Confrontando la percentuale di redds allineate (da
Samon 1.10), gli ibridi simil-mandérino hanno mostrato

un leggero aumento (dallo 0,3 allo 0,5%) nelle letture ___—Nei due confronti sono in comune circa mille geni
allineate. st

g differenzialmente espressi (padj < 0,05, |log2FC|2 1). Come Summary.
2 =

269 antries (44.7%) ancctated
Functional  Vhew Pathmay only

2 p ica delle vie 1 boliche coinvolte nell'attitudine al
& RTE, sono stati_eseguiti gli arricchimenti KEGG Orthology e
Gene Ontology. Nonostante I'attitudine all'RTE sia un
concetto vasto, viene comunque delineata una chiara
_—tendenza funzionale comune nell'espressione genica tra

- Tarocco e ibridi simil-mandarino.

5 Proten tamaes. sgnsing mxd et proce
Proten famses. genet rformason socess
B Soaynthess of ot secondary metsbottes

Best vs Worst
{fold change cutoff = 2, p-value cutoff = 6.05) I
Eeancerrcaro

#N e 1 ke & v g, 1C
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Log, fotd change
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e 16208 vroten

CONCLUSIONI

Sebbene preliminari, i risultati hanno dimostrato che l'uso del genoma eterozigote & 66m #ﬂﬂ‘d‘é&&%’?’gé‘sss
applicabile agli studi di trascrittomica ed & pil accurato per le accessioni altamente AGRICULTURAL GENETICS
eterozigoti, specialmente negli ibridi interspecifici, come in questo contesto. Inoltre, lo

sviluppo di nuove pipeline & essenziale per la corretta e routinario applicazione di questo
approccio.

%

Bari, 5-8 September 2023
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Conclusioni, e prospettive future

Analisi preliminari dei DEGs, basate sullo studio bibliografico, evidenziano un chiaro coinvolgimento di
alcuni geni sulla shelf-life dei frutti di agrumi.

| dati di espressione sono stati corredati dall'identificazione di mutazioni a singolo nucleotide e InDel
localizzate nei DEGs, che in parte spiegano I'effetto delle mutazioni nell’espressione dei geni differenziali.

Per una migliore e inequivocabile interpretazione dei dati, le reads derivanti dal’lRNAseq sono state
rimappate sul genoma diploide di arancio rilasciato recentemente (Wu et al., 2022) e distinto nei due
aplotipi (mandarino e pummelo).

L'espressione dei geni DEGs andra validata sulle varieta oggetto del’RNAseq e su un paio di varieta
aggiuntive, come controprova.

"POFACS - CONSERVABILITA, QUALITA E SICUREZZA DEI PRODOTTI ORTOFRUTTICOLI AD ALTO CONTENUTO DI SERVIZIO™
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