Relazione — Attivita di ricerca presso “Sequentia Biotech” (Center for Research in
Agricultural Genomics — CRAG - Barcellona)

Titolo del programma: Analisi bioinformatiche di dati di trascrittomica correlati
allefficienza dell'uso dell’azoto (NUE) in frumento duro

L'attivitd & iniziata con la ricerca in database pubblici di una sequenza di riferimento
valida per la specie oggetto di studio. Il genoma di Triticum turgidum subsp. durum ad
oggi non & stato ancora pubblicato ma nel database Plants Ensembl & disponibile la
sequenza di T. aestivum sottoforma di pseudomolecole associate al relativo file di
annotazione. E' stato quindi effettuato lo scaricamento dei file di sequenza per ogni
pseudomolecola (21 genomici, uno mitocondriale ed uno cloroplastico). Questi file sono
stati concatenati. | file di annotazione sono stati anch'essi concatenati. A questo punto e
stato ottenuto un genoma di riferimento con la relativa annotazione.

Le analisi bioinformatiche hanno riguardato 24 librerie RNA-seq ottenute da piante di
frumento duro in fase di riempimento della cariosside. In particolare 12 librerie sono
state ottenute da piante sottoposte a stress da carenza di azoto e 12 ottenute da piante
allevate in condizioni standard. Ciascun set da 12 ha incluso campioni da quattro tessuti
(Foglie, foglia a bandiera, spighe, radici, ciascuno in tre replicati.

Sono state ottenute circa 30 milioni di reads da ciascuna libreria e le stesse sono state
sottoposte a due passaggi. Il primo & stato il “trimming” tramite il programma
Trimmomatic. In questa fase sono state eliminate le sequenze degli adattatori. Il
secondo & stato il controllo di qualita, effettuato con il programma fastQC.

Le reads per ogni campione che hanno superato queste due Fasi sono state mappate sul
genoma di riferimento tramite il programma STAR. Questa procedura ha richiesto risorse
computazionali consistenti data la grandezza del genoma del frumento. | file risultanti
dal mappaggio sono stati forniti ai programmi Cuffquant e Cuffnorm per le analisi
quantitative normalizzate. E' stata effettuata anche l'analisi delle componenti principali
(PCA) per valutare la variabilita tra le repliche biologiche.

Una volta passata questa procedura é stato utilizzato il programma Cuffdiff per l'analisi
di espressione differenziale scegliendo il metodo geometrico per la normalizzazione e
quello per-condition per la dispersione.

Ad ogni trascritto differenzialmente espresso sono state associate le relative descrizioni
importate dai loci corrispondenti ai geni ortologhi depositati su Biomart (per Triticum
aestivum dove disponibile, per Arabidopsis thaliana in tutti gli altri casi). | trascritti
differenzialmente espressi identificati sono stati successivamente ordinati e Filtrati per
fold-change.

L'attivita si & conclusa con l'analisi di arricchimento tramite il programma AgriGO. Tutti |
trascritti differenzialmente espressi sono stati classificati in categorie gene ontology e il
filcraggio per enrichment score ha reso possibile identificare quelle significativamente
arricchite, ed in particolare quelle direttamente associate ai pathway metabolici coinvolti
nell'utilizzo dell'azoto.
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