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Abstract. In 2007 two high-quality drafts of the
genome sequence of grapevine (Vitis vinifera) were
published by two separate initiatives, the French-
Italian public Consortium and the Italian-American col-
laboration. In the modern view, the genome is consi-
dered as the total content of the genetic material
(DNA) of a cell of an organism, and it represents the
potentiality of an organism. Grapevine is one of the
world’s most important fruit crops, widely distributed
and with a high economic impact. It also represents,
through its products, the historical, social and traditio-
nal symbol of many geographical regions. By deco-
ding the genome, new and advanced investigative
tools are progressively being developed that, when
used properly, will provide an enormous amount of
basic, new, valuable and powerful information such as
phylogeny, disease resistance, abiotic stresses, phe-
notypic plasticity, molecular breeding and system bio-
logy. Large-scale methods for the analysis of systems
expression evolved from genomic sequencing by the
Sanger method, and involved the census sequencing
of cDNA libraries to generate collections of expressed
sequence tags (ESTs) or short markers that were joi-
ned together in techniques such as serial analysis of
gene expression (SAGE). For a period of about 10
years, sequence-based methods were largely repla-
ced with microarrays, which allowed large numbers of
transcripts to be quantified by hybridisation. In the last
few years, the ultra-high-throughput potential of next-
generation sequencing methods has allowed massive
cDNA census sequencing technologies (collectively
RNA-seq) to become more and more prevalent and,
as the cost of sequencing continues to fall, it is likely
to become the dominant approach once more. The
development of high-throughput sequencing technolo-
gies enables the sequencing of total cDNA to derive
an accurate measure of individual gene expression
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and differential splicing activity, and to discover novel
regions of transcription, dramatically changing the way
that the functional complexity of transcriptomes can
be studied. The ability to analyse transcriptional chan-
ges in grapevine has yielded large amounts of data,
beginning with the detection and quantification of sin-
gle transcripts but now encompasses techniques that
allow thousands of transcripts to be monitored simul-
taneously. Furthermore, the availability of the comple-
te grapevine genome sequence allows for com-
prehensive transcriptomic experiments. Therefore, it is
now much easier to identify candidate genes gover-
ning the key processes underlying organ develop-
ment, particularly those relating to berry quality traits
and stress responses. Such candidate genes repre-
sent a valuable pool of material for functional analy-
ses, and particular research is still required to confirm
genomic annotations and avoid annotation errors that
would otherwise result in the misinterpretation of tran-
scriptomic data. Altogether, these results constitute
the basis for future studies and pay the way for the
adoption of innovative methods to develop and sup-
port the Italian and worldwide viticulture of the XXI
century. In this review we discuss the potential of
technologies derived from knowledge of the genome
such as the development of tools for the analysis of
gene expression on a large scale, and some exam-
ples of their use in present and future viticulture.

Key words: genome, sequencing, transcriptome,
gene expression, Vitis vinifera.

Introduzione

Forse I’anno 2007 non restera nella storia enologi-
ca come una grande annata viti-vinicola, ma di certo
sappiamo che ¢ stato I’anno cruciale per la ricerca
scientifica che riguarda la vite. Nel 2007, infatti, sono
stati pubblicati i risultati del sequenziamento e dell’a-
nalisi dettagliata del genoma di Vitis vinifera L.
(Jaillon et al., 2007; Velasco et al., 2007). Due inizia-
tive, una italo-francese e 1’altra italo-americana,
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hanno rivelato rispettivamente il genoma di un clone
sperimentale di Pinot Nero (PN40024), altamente
omozigote e non coltivato, e il genoma del clone di
Pinot Nero ENTAV 115, altamente eterozigote ¢ lar-
gamente coltivato. Questi risultati, di grande valenza
internazionale e motivo di grande orgoglio scientifico
per il nostro Paese, costituiscono la base di partenza
per gli studi futuri e gettano le fondamenta per I’ado-
zione di metodologie innovative derivanti dalla cono-
scenza del genoma per sviluppare e rafforzare la viti-
coltura italiana e mondiale del XXI secolo. Il genoma
rappresenta il potenziale di una cellula, di un indivi-
duo, di una specie, la cui manifestazione dipende
dalle complesse interazioni tra le componenti geneti-
che e ambientali. [ genomi dei cloni sequenziati dalle
due iniziative internazionali sono da ritenersi solo 1’i-
nizio dell’epoca genomica. In questa review verranno
illustrate le potenzialita delle tecnologie derivate dalla
conoscenza del genoma come ad esempio lo sviluppo
di strumenti per I’analisi di espressione genica su
larga scala, e illustrati alcuni esempi inerenti al loro
impiego attuale e futuro in viticoltura (tab. 1).

La sequenza del genoma di riferimento di Vitis
vinifera e il futuro del risequenziamento

Entrambe le iniziative di sequenziamento del
genoma di Vitis vinifera hanno richiesto I’impiego di
importanti risorse intellettuali ed economiche. La
sequenza del clone PN40024, altamente omozigote,
ha presentato minori difficolta di assemblamento e il
genoma di PN40024 ¢ stato percio scelto dalla comu-
nita internazionale come quello di riferimento per la
vite. L’assemblaggio € un processo computazionale/
informatico che consente I’allineamento delle milioni
di sequenze, ottenute dai sequenziatori, in frammenti
lunghi milioni di basi, rappresentanti teoricamente i
singoli cromosomi. La sequenza assemblata di
PN40024 risulta molto affidabile, presenta un limitato
numero di errori ed ¢ la base di partenza per tutte le
possibili applicazioni genomiche successive. Per 1’ot-
tenimento di questa sequenza sono stati impiegati
circa 10 milioni di Euro, ripartiti tra i governi di Italia
e Francia, oltre ad un buon contributo da parte di
alcuni industriali e produttori di vino italiani. Dalla
sequenza alla sua interpretazione funzionale, in lin-
guaggio genomico “annotazione”, il passaggio non ¢
né immediato né tantomeno infallibile. Utilizzando
strumenti bionformatici, la sequenza puo essere inter-
pretata, sia strutturalmente che funzionalmente sulla
base delle conoscenze, anche parziali, gia disponibili
per sequenze simili di altre specie. La sequenza del
genoma della vite ¢ stata cronologicamente decifrata
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dopo quella di Arabidopsis, riso e pioppo, per cui
I’annotazione del genoma di vite ha potuto avvantag-
giarsi delle conoscenze relative a queste tre specie
nonché delle informazioni molecolari gia ottenute in
vite. In breve, il genoma di Vitis vinifera ¢ costituito
per il suo 7% da circa 30.000 geni (Jaillon ef al.,
2007) e da almeno 140 regioni trascritte come
microRNA (Mica et al., 2010); il 40% ¢ costituito da
elementi genetici mobili e il resto da sequenze inter-
geniche, il cui ruolo rimane attualmente sconosciuto.
Questi dettagli molecolari, seppur molto interessanti,
non sono di per sé utilizzabili quali strumenti innova-
tivi, ma ne consentono lo sviluppo. Due importanti
esempi di applicazioni genomiche sono rispettivamen-
te la caratterizzazione della collezione nazionale ita-
liana di germoplasma di Vitis vinifera di Conegliano
Veneto (Cipriani ef al., 2010) e quella delle collezioni
americane di Vitis spp di Davis e Geneva (Myles et
al., 2011), rese possibili dallo sviluppo di nuovi mar-
catori genetici molecolari, basati su microsatelliti
(Cipriani et al., 2008) e sul polimorfismo del singolo
nucleotide (SNP) (Myles et al., 2010), definiti sulla
base della sequenza genomica di vite. L’uso di 34
microsatelliti derivati dalla sequenza del genoma su
1.005 accessioni della collezione italiana, costituita da
sola Vitis vinifera da vino e da tavola, ha consentito
I’individuazione di 200 gruppi di sinonimia (il profilo
molecolare di 260 varieta era identico ad uno o piu
profili di altre varieta in esame), riducendo 1’analisi
delle differenze a 745 genotipi unici. Sono stati defi-
niti 74 pedigree completi con 1’identificazione di
entrambi i parentali, alcuni anche di grande interesse
storico. Alcuni rilevanti esempi sono: Chenin blanc
(Sauvignon X Traminer rot), Coveé (Harslevelu auto-
fecondato), Incrocio Manzoni 2—14 e 2—15 (Cabernet
franc X Prosecco), Lagrein (Schiava gentile X
Teroldego), Malvasia nera di Bolzano (Perera X
Schiava gentile), Manzoni moscato (Raboso veronese
X Moscato d’Amburgo), Moscato violetto (Moscato
bianco X Duraguzza), Moscato di Alessandria
(Muscat blanc a petit grain X Axina de tres bias).
Inoltre, i dati genetici hanno evidenziato come gene-
ralmente non vi sia nessuna similitudine significativa
tra accessioni attribuibile all' area geografica di prove-
nienza, facendo ipotizzare che la storica attivita com-
merciale e il continuo flusso di popolazioni su tutto il
territorio nazionale abbiano determinato un frequente
rimescolamento genetico tra le varieta locali e quelle
piu largamente coltivate. Solo in rari casi, come ad
esempio per le cv Corvina, Rondinella, Oseleta,
Corvinone, tutte coltivate in aree vitivinicole del vero-
nese, ¢ stato possibile stabilire una stretta somiglianza
su base genetica.



I ricercatori americani hanno sviluppato, per I’ana-
lisi genetica, una tecnologia nuovissima basata su
DNA chip, impossibile da realizzare senza la disponi-
bilita della sequenza, che consente I’analisi di 8898
SNPs. Con questo strumento essi hanno analizzato
circa 1.000 accessioni, appartenenti per lo piu a Vitis
vinifera subsp. vinifera con una buona rappresentanza
della specie ancestrale selvatica Vitis vinifera subsp.
sylvestris. Queste approfondite analisi genetiche
hanno permesso di riaffermare I’origine della Vitis
vinifera nel Vicino Oriente e di dimostrare sperimen-
talmente 1’introgressione del genoma della subspecie
sylvestris in Vitis vinifera durante il suo trasferimento
in Europa. Hanno anche constatato che la vite selvati-
ca e quella coltivata presentano livelli similmente alti
di diversita genetica, spiegabili da una moderata limi-
tazione all’incrocio operata durante la fase di dome-
sticazione. La successiva millenaria propagazione
vegetativa ha eliminato quasi totalmente la sessualita,
per cui attualmente ’importante diversita genetica
che esiste in Vitis vinifera ¢ comunque contenuta
all’interno di una complessa rete di strette relazioni di
parentela generate attraverso incroci tra genotipi di
pregio. Sorprendentemente, il 75% delle varieta stu-
diate sono risultate strettamente imparentate, sugge-
rendo I’esistenza di un'unica grande famiglia (Myles
et al., 2011), a differenza di quanto ipotizzato da
alcuni in passato.

Sono ormai passati oltre 4 anni dal sequenziamen-
to di Vitis vinifera durante i quali le tecnologie di
sequenziamento sono molto progredite. In particolare
sono ora disponibili strumenti molto veloci, ad alta
processivita, che tuttavia generano frammenti di
sequenza corti (100/200 basi), difficili da assemblare
se non si dispone di un genoma di riferimento. Se
invece esiste un genoma di riferimento, il sequenzia-
mento moderno diventa un utile strumento d’analisi,
grazie anche al costo divenuto sempre piu accessibi-
le. E’ attualmente possibile “risequenziare” il geno-
ma di un qualunque genotipo di Vitis vinifera con
poche decina di migliaia di Euro nell’arco di una set-
timana. Il risequenziamento di molti genotipi di Vitis
vinifera e delle specie selvatiche di Vitis potra essere
applicato con successo allo studio della struttura
genetica del germoplasma e impiegato attivamente
nei programmi di miglioramento genetico per 1’ otte-
nimento di nuove varieta. Per esempio in Italia ¢
attualmente in corso un progetto basato sul risequen-
ziamento dal titolo “Valorizzazione dei principali
vitigni autoctoni italiani e del loro terroir”, che ha
come obiettivo la caratterizzazione della struttura e
della funzione dei genomi di 50 vitigni autoctoni ita-
liani e di alcuni loro cloni.

Genomica in vite

Le prime applicazioni trascrittomiche in vite

Tra gli aspetti piu sviluppati a seguito delle sempre
maggiori conoscenze nel campo della biologia mole-
colare applicata alla vite, vi sono certamente gli studi
basati sulle analisi di espressione genica. Questi studi
hanno mosso i primi passi negli anni ‘90 con analisi
limitate a singoli o pochi geni e si sono evolute rapi-
damente fino alle prime applicazioni dell’analisi di
espressione genica su larga scala (trascrittomica) che
prevede la rilevazione contemporanea dei livelli di
centinaia o migliaia di trascritti di un determinato
campione.

Il trascrittoma consiste nell’intera collezione di
molecole di RNA presenti all’interno di una cellula,
di un tessuto, di un organo o di un intero organismo.
Questa collezione include molecole di mRNA, che
codificano proteine, e altre molecole di RNA che
invece non codificano proteine come ad esempio
I’rRNA, il tRNA o i micro RNA. Tra queste gli
mRNA rappresentano certamente le molecole che
posseggono il maggior potenziale informativo e per-
tanto le applicazioni trascrittomiche hanno riguardato
quasi esclusivamente 1’analisi dei cambiamenti quali-
tativi e quantitativi proprio di mRNA. La caratterizza-
zione dei cambiamenti del trascrittoma risulta essere
molto informativa poiché fornisce una visione globale
riguardo ai processi molecolari associati allo sviluppo
e/o alle interazioni di un organismo con 1’ambiente
esterno. Le analisi trascrittomiche in vite sono state
principalmente rivolte allo studio del processo di svi-
luppo della bacca, dall’allegagione fino alla matura-
zione e post-maturazione, e all’influenza dell’ambien-
te (fattori biotici e abiotici) sullo sviluppo della bacca
stessa e sulle sue caratteristiche qualitative alla rac-
colta (tab. 1). Ulteriori e piu recenti studi si sono
rivolti alla delucidazione dei meccanismi molecolari
sottesi alla risposta di altri organi della pianta (princi-
palmente la foglia) a varie condizioni ambientali o in
risposta ad agenti patogeni.

Diversi approcci analitici possono essere utilizzati
per caratterizzare I’espressione genica su larga scala
(tab. 2). La caratterizzazione del trascrittoma di un
campione puo essere effettuata, ad esempio, attraver-
so metodologie basate sul sequenziamento (es.
cDNA-AFLP, sequenziamento di librerie a cDNA,
RNA-seq) che non richiedono informazioni di
sequenza a priori € generano esse stesse tale informa-
zione. Questi approcci, ad esclusione dell’RNA-seq
che si basa su tecniche di sequenziamento ad elevata
processivita sviluppate in anni recenti (vedi paragrafo
dedicato di questa review), sono stati molto utilizzati
nella vite quando I’informazione relativa a sequenze
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Tab. 2 - Principali approcci per 1’analisi trascrittomica a confronto.
Tab. 2 - Comparison among the most used transcriptomic analytical approaches.

Metodologia Descrizione Vantaggi Svantaggi
Metodo a bassa resa (basso numero di
o Approccio basato sul sequenziamento . ca sequenze identificate). Sono richiesti
Librerie a cDNA/ | /. . o Non vi ¢ la necessita di conoscere la - . . . .
Sequenze EST di sequenze di RNA convertite in sequenza genica a priofi costi elevatl.. Analisi poco 1nforp1at1va
cDNA e clonate in vettori. ' per quanto riguarda la modulazione del-
l'espressione genica.
Approccio basato sul sequenziamento
di frammenti di sequenze di cDNA. | Non vi ¢ la necessita di conoscere la . S
] . . . . o Metodo molto laborioso. Sono richiesti
L'RNA viene rerotrascritto, tagliato sequenza genica a priori. Elevata . . . .
cDNA-AFLP L . s v . . . elevati costi. Solo una parte dei trascritti
enzimaticamente, legato a degli adat- |sensibilita nell'identificazione di tra- ossono essere identificati
tatori e sottoposto ad amplificazione |scritti poco abbondanti. p '
selettiva tramite PCR.
Approccio basato sull'ibridazione di E' necessaria la conoscenza a priori delle
acidi nucleici. cDNA marcato con Metodo veloce. Elevata resa (alto ?:g::g:)z eﬁhsee Sﬁgloe aiililocezﬁie Sgisueprlr)l(())litt(())
S fluorescenza viene incubato con un | numero di sequenze analizzate). - See gemp
Ibridazione . . . espressi ¢ limitato dal background dovu-
. supporto portante intere sequenze di | Relativamente poco costoso. S .
di array . . SRR to ad ibridazioni non specifiche e dalla
c¢DNA o corte sequenze nucleotiche, |Permette di ottenere un'analisi di saturazione del seenale di fluorescenza
definite sonde, che rappresentano espressione su scala genomica. jfurazione del seg . M
sequenze geniche note L'analisi dei dati ottenuti richiede 1'uti-
’ lizzo di approcci statistici mirati.
Approccio che si avvale di tecnologie |Metodo molto veloce. Non vi ¢ Metodo in continuo sviluppo.
di sequenziamento di ultima genera- |segnale di backgroung e limitazioni |I costi sono elevati.
zione ad elevata processivita. L'RNA |nel range di rivelazione del segnale. |Senza la disponibilita di una sequenza
viene convertito in cDNA e si produ- |Permette di ottenere un'analisi di genomica di riferimento 1’elaborazione
RNA-sc cono librerie di frammenti di cDNA | espressione su scala genomica. Si dei dati ¢ molto complicata.

q che vengono sequenziate. Le corte definiscono le strutture dei trascritti |L’elaborazione dei dati richiede 'utiliz-
sequenze ottenute vengono allineate | (esoni/introni, splicing alternativi, | zo di approcci informatici e la disponibi-
contro un genoma di riferimento o isoforme, SNP...). Si possono identi- |lita di potenti hardware per la gestione
assemblate tra loro per costruire ficare geni non predetti nel genoma |dell'enorme quantita di informazioni
sequenze geniche. di riferimento. ottenute.

geniche era ancora limitata, e sono stati quasi esclusi-
vamente rivolti allo studio delle variazioni dell’e-
spressione genica che si verificano durante la forma-
zione (fase di crescita erbacea) e la maturazione della
bacca (Ablett et al., 2000; Burger e Botha, 2004;
Davies e Robinson, 2000; Moser ef al., 2001; Peng et
al., 2007; Terrier et al., 2001; Venter et al., 2001;
Wang et al., 2012b; Zamboni et al., 2008). In alcuni
casi sono state analizzate le risposte a diversi fattori
abiotici (Daldoul et al., 2010) e biotici (Choi et al.,
2010; Hao et al., 2012; Malacarne et al., 2011;
Polesani et al., 2008; Shi et al., 2010; Xu et al., 2009;
Yu et al., 2011). Nel complesso questi lavori hanno
permesso per la prima volta di individuare il corpus di
geni che modificano la loro espressione nei diversi
processi studiati e, in base alla nota o ipotetica funzio-
ne delle proteine che essi codificano, ¢ stato possibile
tracciare una mappa dei metabolismi coinvolti.

La disponibilita sempre crescente di Espressed
Sequence Tags (ESTs), sequenze di geni espressi,
spesso non complete, ottenute da diversi tessuti in
funzione di determinati processi di sviluppo e/o in
risposta a stress abiotici e biotici, e la loro organizza-
zione e disponibilita in banche dati pubbliche, ha for-
nito il punto di partenza per lo sviluppo di altre meto-
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dologie di analisi. In alcuni casi si tratta di analisi in
silico, basate sul semplice censimento del numero di
volte che una sequenza ¢ rappresentata in una deter-
minata collezione di EST. Questo approccio ¢ stato
utilizzato ad esempio per studiare i geni coinvolti
nelle fasi di formazione e di maturazione della bacca
(da Silva et al., 2005; Fei et al., 2004). In altri casi,
invece, I’informazione ottenuta dalla sequenza di
ESTs ¢ stata utilizzata per lo sviluppo di strumenti di
analisi basati sull’ibridazione degli acidi nucleici.

L’analisi trascrittomica basata sull’ibridazione
degli acidi nucleici

La disponibilita di sequenze ESTs e la possibilita
di produrre supporti miniaturizzati (array o chip) nei
quali corte porzioni di DNA fissate al supporto solido
sono utilizzate come sonde, ha permesso anche in vite
di caratterizzare le variazioni dell’espressione genica
su larga scala utilizzando tecniche di analisi basate
sull’ibridazione degli acidi nucleici. La versatilita e la
relativa facilita e rapidita di applicazione dell’analisi
trascrittomica basata sull’ibridazione di array ha con-
sentito un ampio utilizzo di questa tecnologia che ha
sostituito molti degli approcci analitici precedente-



mente utilizzati per analisi trascrizionali su larga
scala. I primi esperimenti sono stati condotti usando
array le cui sonde erano costituite dalle stesse ESTs
(Gatto et al., 2008; Waters et al., 2005) o da piccoli
frammenti di DNA (oligo) della lunghezza di 35-50 nt
(Glissant et al., 2008; Terrier et al., 2005) sintetizzati
sulla base delle informazioni di sequenza ottenute
dalle stesse ESTs. Queste prime applicazione della
tecnologia basata su array sono stati rivolti alla carat-
terizzazione delle variazioni di espressione genica
durante lo sviluppo della bacca. Un altro esempio di
sviluppo di un array simile a quelli sopra descritti &
quello dello studio pubblicato da Mathiason et al.
(2009), nel quale vengono utilizzate ESTs di gemma
di Vitis vinifera cv Perlette e di Vitis riparia. Questo
array ¢ stato utilizzato per studiare le variazioni di
espressione genica che avvengono all’interno delle
gemme ibernanti durante il periodo di soddisfacimen-
to del fabbisogno in freddo ai fini del superamento
della dormienza endogena.

Nel 2004 Affymetrix ha reso disponibile il primo
microarray commerciale (GeneChip® Vitis vinifera
Genome Array) basato su oligonucleotidi della lun-
ghezza di 25 nt. Le sonde di questo chip sono state
sintetizzate sulla base delle informazioni di sequenza
di vite disponibili al momento della realizzazione
nelle banche dati GenBank®, dbEST and RefSeq. Il
supporto permette di analizzare contemporaneamente
I’espressione di 14.000 trascritti di Vitis vinifera e
1.700 trascritti di altre specie del genere Vitis. Questo
chip ¢ stato inizialmente utilizzato per caratterizzare
I’espressione tessuto-specifica in bacca matura di
Cabernet Sauvignon (Grimplet et al., 2007) e per lo
studio della dinamica delle fasi di formazione e matu-
razione della bacca in Cabernet Sauvignon (Deluc et
al.,2007; Lund et al., 2008) e Pinot Nero (Pilati ef al.,
2007). Lo stesso chip ¢ stato utilizzato per lo studio
dell’influenza di fattori esterni sul trascrittoma dell’a-
cino in risposta allo stress idrico e salino in
Chardonnay e Cabernet Sauvignon (Cramer et al.,
2007; Deluc et al., 2009), in risposta al trattamento
con ABA nella buccia di bacche di Cabernet
Sauvignon (Koyama et al., 2010) e per correlare 1’e-
spressione genica e la produzione di antociani in
risposta al caldo in Cabernet Sauvignon (Mori et al.,
2007). Inoltre, il microarray Affimetrix ¢ stato utiliz-
zato per analizzare le variazioni dell’espressione geni-
ca in relazione a infezioni virali (Vega et al., 2011), al
trattamento conservante con anidride solforosa su uva
da tavola cv Crimson Seedless (Giraud et al., 2012),
per studiare le risposte trascrizionali di piante propa-
gate in vitro ed esposte ad alta luminosita dopo trasfe-
rimento ex vitro (Carvalho et al., 2011), e in relazione
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all’induzione della sintesi di metaboliti secondari in
colture cellulari di vite (D’Onofrio et al., 2009;
Zamboni et al., 2009). Una versione implementata del
chip Affymetrix (Grapegen GeneChip®) che permette
I’analisi contemporanea di quasi 19.000 geni, ¢ stata
utilizzata per caratterizzare il processo di sviluppo
dell’acino nella cv Norton, che contiene buona parte
del genoma della specie Vitis aestivalis (Ali et al.,
2011), nella cv Trincadeira (Fortes et al., 2011), e per
studiare le variazioni di espressione genica in foglie di
Vitis vinifera cv Malbec in risposta al trattamento con
UV-B (Pontin et al., 2010). Un altro array commer-
ciale ad oligonucleotidi, il Vitis vinifera AROSE
V1.0, ¢ stato sviluppato dall’Operon Biotechnology
usando I’informazione di sequenza depositata nel
database Grape Gene Index (Release 3.0)
dell’Institute for Genomic Research (TIGR). Questo
supporto contiene sonde da 70 nt e permette di moni-
torare 1’espressione di quasi 15.000 trascritti. Questo
chip ¢ stato utilizzato per studiare i cambiamenti nel-
I’espressione genica in bacche di Cabernet Sauvignon
in risposta al trattamento con etilene (Chervin et al.,
2008), in buccia di bacche di Raboso Piave in risposta
a diverse condizioni di appassimento post-raccolta
(Rizzini et al., 2009) e per identificare geni modulati
negli ultimi stadi di maturazione in Chardonnay
(Guillaumie et al., 2011). Per quanto riguarda le
variazioni dell’espressione genica in vite in risposta a
stress biotici e abiotici, il supporto ha permesso di stu-
diare i profili trascrizionali di foglie di piante di
Chardonnay infettate in campo da fitoplasmi (Hren et
al., 2009), la risposta di giovani piante all’infezione
del fungo FEutypa lata responsabile della malattia del
legno eutopiosi (Rotter et al., 2009) e il profilo tra-
scrizionale del picciolo fogliare di viti della cv
Grenache durante il recovery dallo stress idrico
(Perrone et al., 2012).

Il completamento e la pubblicazione della sequen-
za del genoma di vite (Jaillon et al., 2007; Velasco et
al., 2007) hanno fornito la possibilita di sviluppare
nuovi microarray per I’analisi dell’espressione genica
su scala genomica. Questa nuova generazione di array
si ¢ basata sulle diverse versioni della sequenza geno-
mica del clone sperimentale di Pinot Nero PN40024
via via rilasciate e caratterizzate, partendo dalla ver-
sione “8.4X” fino ad arrivare alla “12X”, da una
grado di accuratezza sempre maggiore. Le sonde con-
tenute in questi array sono sintetizzate sulla base delle
sequenze geniche “predette”, ovvero sequenze che
hanno tutte le caratteristiche per essere geni ma delle
quali spesso non si ha la certezza per quanto riguarda
la struttura (la reale organizzazione in esoni ¢ introni)
e la loro effettiva espressione. Questa limitazione €
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ampiamente compensata dal fatto di poter avere final-
mente strumenti di analisi di espressione genica
potenzialmente in grado di rilevare 1’espressione di
tutti i geni del genoma e fornire pertanto una rappre-
sentazione globale del trascrittoma e delle sue varia-
zioni. Il Centro di Genomica Funzionale Vegetale
dell’Universita degli Studi di Verona ha prodotto un
primo array (CombiMatrix GrapeArray 1.2) ad oligo-
nucleotidi che permette il monitoraggio simultaneo di
circa 25.000 trascritti selezionati unendo le informa-
zioni della banca dati TIGR Grape Gene Index
(Release 5.0) e le putative regioni codificanti predette
dalla sequenza 8.4X del genoma (Jaillon et al., 2007).
Con tale chip sono stati caratterizzati i profili di
espressione della bacca di Corvina non solo durante
lo sviluppo e la maturazione ma anche in risposta ad
un processo tecnologico quale 1’appassimento post-
raccolta (Zamboni et al., 2010). L’utilizzo dello stes-
so supporto ha permesso di confrontare le variazioni
dell’espressione genica di Vitis vinifera con quella di
Vitis riparia in risposta all’infezione da Plasmopara
viticola (Polesani et al., 2010).

Un nuovo e piu completo chip basato sulla tecno-
logia NimbleGen (090918 Vitus exp HX12) ¢ stato
sviluppato utilizzando la predizione V1 (http://geno-
mes.cribi.unipd.it/DATA/) del genoma 12X di vite
(http://ddlab.sci.univr.it/Functional Genomics/) e per-
mette di monitorare circa 29.500 trascritti. Il supporto
NimbleGen consente, inoltre, di effettuare I’ibridazio-
ne simultanea di 12 campioni riducendo il costo degli
esperimenti. L utilizzo di questo chip ha permesso di
studiare il trascrittoma in bacche di Sangiovese duran-
te la maturazione, in risposta al diradamento dei grap-
poli applicato all’inizio della fase di invaiatura
(Pastore et al., 2011).

L'analisi trascrittomica basata sul sequenziamento
ad elevata processivita: RNA-seq

I metodi di analisi microarray, basati sull’ibrida-
zione degli acidi nucleici, rappresentano la tecnologia
ad oggi maggiormente utilizzata per 1’analisi dell’e-
spressione genica su larga scala. Tuttavia, la sensibi-
lita e ’accuratezza di questo approccio sono limitate
dalla diversa performance delle sonde dovuta alla loro
diversa efficienza e dal fatto che molto spesso si ha
un segnale di background che limita I’individuazione
di geni poco espressi. Inoltre 1’analisi microarray ¢
applicabile solamente in organismi per i quali si
dispone di una sequenza completa del genoma o di
una grande collezione di sequenze di cDNA. Tramite
analisi microarray ¢, infatti, possibile rivelare diffe-
renze di espressione solamente per i geni rappresenta-
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ti sul supporto, senza possibilita di individuare nuove
regioni genomiche trascritte.

Uno strumento molto potente alternativo alla tec-
nologia microarray ¢ I'RNA-seq, che rappresenta ad
oggi la metodologia analitica piu accurata ed efficace
per le misure di espressione genica. L’RNA-seq uti-
lizza le recenti tecniche di sequenziamento ad elevata
processivita (deep sequencing) che consentono in
pochi giorni di ottenere milioni di sequenze relativa-
mente corte (poche centinaia di bp). Queste sequenze
possono essere utilizzate per 1’analisi di espressione
determinando se e quante volte ogni sequenza viene
ritrovata nella sequenza del genoma di riferimento. In
alternativa, con un processo piu complesso, queste
possono essere conteggiate e contemporaneamente
assemblate ex novo per ricostruire la sequenza com-
plessiva di trascritti piu lunghi (potenzialmente di
interi geni espressi), senza l’aiuto dell’ancoraggio ad
un genoma di riferimento (Bennett, 2004; Margulies
et al., 2005). Cio che si ottiene ¢ una precisa mappa
trascrizione su scala genomica che fornisce informa-
zioni sulla complessita e sulle dinamiche del trascrit-
toma. Inoltre la visione globale e la dettagliata orga-
nizzazione del trascrittoma fornite dall’approccio
RNA-seq permettono di identificare nuovi trascritti,
isoforme di splicing, polimorfismi a singolo nucleoti-
de (SNPs) e di definire la precisa localizzazione dei
confini di trascrizione (Li et al., 2008; Mortazavi et
al., 2008). L’RNA-seq ha anche il vantaggio, rispetto
all’approccio microarray, di generare misure di
espressione assolute non limitate della presenza di
segnali di background, che forniscono un range di
espressione molto ampio e consentono un’analisi piu
accurata delle differenze di espressione tra i campioni
in analisi.

La disponibilita di un genoma di riferimento di
Vitis vinifera (cv Pinot Nero, clone PN40024) ha per-
messo di utilizzare, in un numero ancora molto limita-
to di casi, I'approccio RNA-seq per condurre analisi
trascrizionali anche in vite. Il primo studio di RNA-
seq riportato in vite ¢ stato realizzato utilizzando
RNA estratto da foglie, radici, callo e fusto del clone
PN40024 di Pinot Nero (Denoeud et al., 2008). Le
corte sequenze sono state ottenute con la tecnologia
Solexa/Illumina e mappate sul genoma di riferimento
al fine di costruire modelli genici ex novo, identificare
nuovi esoni e forme alternative di splicing.

Successivamente, la tecnologia di sequenziamento
ad elevata processivita 454 ¢ stata applicata in vite
nell’ambito di uno studio riguardante la creazione di
un catalogo di trascritti finalizzato sia all’arricchimen-
to della libreria di sequenze EST disponibili sia alla
costruzione di una piattaforma microarray per studi di



espressione (Bellin et al., 2009) utilizzando RNA
estratto da bacche di Corvina durante la maturazione
e ’appassimento. La prima analisi condotta con meto-
dologia RNA-seq finalizzata alla caratterizzazione
dell’espressione genica globale di vite durante lo svi-
luppo e maturazione della bacca ¢ stata realizzata
nella cv Corvina da Zenoni et al. (2010). In questo
lavoro oltre ad una completa e dettagliata analisi del
trascrittoma e delle sue dinamiche nel corso dello svi-
luppo, sono stati individuati geni con livelli di espres-
sione molto bassi, nuove varianti trascrizionali, ¢ SNP
specifici di regioni genomiche trascritte.

Gli studi che si avvalgono della tecnologia RNA-
seq in vite sono ancora limitati soprattutto per gli ele-
vati costi richiesti per questo tipo di approccio.
Tuttavia, i dati fino ad ora ottenuti dimostrano come
questa metodologia sia di fondamentale utilizzo per
una sempre maggiore precisione nella definizione
delle sequenze geniche presenti nel genoma di vite e
delle loro dinamiche trascrizionali. Queste informa-
zioni permetteranno di caratterizzare in modo sempre
piu accurato le differenze tra varieta di vite, in termini
sia di identita di geni presenti negli specifici genomi,
sia di espressione genica intesa come 1’insieme di
tutte le dinamiche trascrizionali. L’evoluzione tecno-
logica di questo tipo di approccio permettera in un
futuro non molto lontano di rendere I’ottenimento di
tutte queste informazioni indipendente dalla disponi-
bilita di un genoma di riferimento, potendo quindi
caratterizzare a livelli molecolari molto dettagliati le
peculiarita delle singole varieta di vite.

Analisi di piccoli RNA non codificanti

Anche in vite una particolare attenzione ¢ stata
rivolta alle variazioni quantitative e/o qualitative che
interessano le molecole di RNA non codificanti come
i micro-RNA (miRNA) a cui ¢ riconosciuto un ruolo
nella regolazione dell’espressione genica. La caratte-
rizzazione di questa particolare tipologia di trascritti
¢ stata condotta utilizzando diversi approcci moleco-
lari che vanno dalla creazione e sequenziamento di
librerie alle piu avanzate tecnologie di sequenzia-
mento ad elevata processivita. Analisi bioinformati-
che condotte sulla base della sequenza genomica
hanno evidenziato la presenza di 164 putativi miRNA
raggruppati in diverse famiglie (Jaillon ef al., 2007).
Una banca dati di 5.778 miRNA ¢ stata successiva-
mente creata utilizzando la sequenza e la predizione
genica del genoma di Pinot Nero eterozigote (Lazzari
et al., 2009). Una prima validazione di putativi
miRNA e un’analisi del loro possibile coinvolgimen-
to nella formazione e maturazione della bacca ¢ stata
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condotta da Carra et al. (2009) tramite sequenzia-
mento di una libreria di piccoli RNA generata per
questo scopo. Altri putativi miRNA sono stati identi-
ficati attraverso una piu accurata analisi bioinformati-
ca della sequenza del genoma di Pinot Nero pubblica-
ta da (Jaillon et al., 2007) e la successiva validazione
della loro espressione attraverso approcci di sequen-
ziamento ad elevata processivita (Mica et al., 2010).
Inoltre utilizzando un chip CombiMatrix opportuna-
mente sviluppato lo stesso lavoro evidenzia la loro
espressione differenziale durante la maturazione della
bacca. (Mica et al., 2010).

Attraverso le nuove tecnologie di sequenziamento
ad elevata processivita sono stati evidenziati altri
putativi miRNA ed ¢ stato dimostrato il loro profilo di
espressione in diversi organi in Pinot Nero (Pantaleo
et al., 2010), nell’ibrido Vitis vinifera x Vitis labrusca
cv Summer Black (Wang et al., 2011a) e nella specie
selvatica Vitis amurensis (Wang et al., 2012a). La
validazione della precisa sequenza di molecole di
miRNA ottenute attraverso gli approcci di sequenzia-
mento ad elevata processivita (Wang et al., 2011b)
dimostra come questa tecnologia consenta di ottenere
informazioni trascrittomiche fondamentali per studi di
genomica funzionale in vite.

Organizzazioni dei risultati trascrittomici in ban-
che dati

I progressi ottenuti in campo tecnologico nell’ulti-
mo decennio e la disponibilita della sequenza del
genoma di vite consentono attualmente di effettuare
analisi trascrittomiche su larga scala a costi relativa-
mente bassi ¢ in tempi relativamente brevi. La cresci-
ta progressiva delle informazioni generate fino ad
oggi ha reso necessaria la loro organizzazione in ban-
che dati e cio ha richiesto lo sviluppo di programmi di
gestione, analisi e rappresentazione dei dati.
MapMan, sviluppato inizialmente per la visualizza-
zione dei dati di espressione genica di Arabidopsis
thaliana, € stato recentemente esteso alla vite sulla
base dell’annotazione del TIGR Grape Gene Index
(Release 5.0) (Rotter et al., 2009) e permette la visua-
lizzazione di dati generati con le piattaforme
Affymetrix e Operon. Un altro strumento, VitisNet
(Grimplet et al., 2009), permette la visualizzazione
integrata di trascritti, proteine e metaboliti in una
mappa molecolare dove 13,145 geni sono stati asse-
gnati a 219 network. Questi strumenti, sono molto
utili per interpretare la mole informazioni che deriva-
no dalle analisi trascrittomiche ed avere una visione
globale delle vie metaboliche o dei processi di svilup-
po interessati.
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Conclusioni e prospettive future

Il progresso delle conoscenze scientifiche che
riguardano la genomica e la trascrittomica della vite
ha avuto negli ultimi anni una sorprendente accelera-
zione ¢ una mole immensa di preziose informazioni ¢
ora gia disponibile alla viticoltura e all’enologia.
L’utilizzo di queste informazioni e la loro applicazio-
ne pratica, facilitata dalle continue innovazioni nel
campo delle nanotecnologie, dovra essere indirizzato,
nei prossimi anni per re-impostare la viticoltura di
alcuni paesi del vecchio continente, Italia in primis,
al fine di renderla sostenibile, competitiva e di qua-
lita. Tutto cio preservando gli aspetti legati alla terri-
torialita e alla tipicita che distinguono la viticoltura
del vecchio continente rispetto a quella dei paesi nei
quali essa si € sviluppata piu di recente.

Riassunto

Nel 2007 sono stati pubblicati i risultati del
sequenziamento ¢ dell’analisi dettagliata del genoma
di Vitis vinifera frutto di due iniziative indipendenti,
una italo-francese e I’altra italo-americana. Questi
risultati costituiscono la base per studi futuri e gettano
le fondamenta per I’adozione di metodologie innova-
tive per sviluppare e rafforzare la viticoltura italiana e
mondiale del XXI secolo. In questa review verranno
illustrate le potenzialita delle tecnologie derivate dalla
conoscenza del genoma come ad esempio lo sviluppo
di strumenti per 1’analisi di espressione genica su
larga scala, e riportati alcuni esempi inerenti al loro
impiego attuale e futuro in viticoltura.

Parole chiave: genoma, sequenziamento, trascritto-
ma, espressione genica, Vitis vinifera.
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