Utilizzo di metodi avanzati di
fingerprinting molecolare per le
esigenze della filiera frutticola

Dondini L., Alessandri S., Venturi S.

ONIVERSITA DI BOLOGNA (DISTAL)

Marzio Zaccarini (CIV)

OPENDISTAL Luca Dondini

q! 20 SETTEMBRE

Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agro-ambientali




Fingerprinting e Genotipizzazione: dalla ricerca all’attivita di servizio

" applicazione delle tecniche di genotipizzazione nelle colture frutticole € una storia ormai trentennale che
ha sempre cercato di implementare la propria attivita di servizio attingendo alle conoscenze prodotte

dall’attivita di ricerca

Ricerca: Servizio:

Analisi di diversita genetica fingerprinting per la certificazione varietale
Sviluppo di marcatori molecolari per il MG Analisi conto terzi per breeder per determinare la
Analisi di loci specifici (es. Locus S) presenza di geni di resistenza a patogeni o la

composizione allelica al locus S

ALMA MATER STUDIORUM
UNIVERSITA DI BOLOGNA



3

Analisi molecolari per la certificazione varietale a supporto della filiera vivaistica

Il servizio Fingerprinting del DiSTAL collabora attivamente da oltre 25 anni con la Regione Emilia-Romagna

per effettuare controlli di corrispondenza varietale a supporto della filiera vivaistica regionale

Controlli genetici e sanitari

eseguiti dai Servizi
Fitosanitari Regionali
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Il servizio Fingerprinting effettua anche analisi conto terzi per vivaisti e produttori
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Analisi fingerprinting su una vastissima gamma di specie
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Il locus S e la determinazione dei gruppi di interfertilita nelle specie da frutto

L'evoluzione ha favorito lo sviluppo di barriere genetiche per prevenire I'autofecondazione o la
fecondazione tra individui strettamente correlati all'interno di numerose famiglie

Nelle Rosaceae la specificita stilare e controllata da una

S locus-encoded ribonuclease (S-RNase)

C1 G2 HVa HVb GC3 C4 C5
Solanaceae - =~ - I~ —
C1 G2 RHV C3 RC4 C5
Rosaceae - -~ - e
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Plantaginaceae Ny { l—
Intron

C = Conserved Domain
HV = Hypervariable Domain
RC = Rosaceae Conserved Domain

Intron Prunus specific




Identificazione genotipo ‘S’ mediante PCR e sequenziamento

Saggi molecolari per la determinazione degli alleli S con primer consensus e allele specifici e verifica finale
con sequenziamento degli alleli
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Sviluppo di marcatori molecolari e collaborazione con piattaforme di analisi

Marcatori molecolari sviluppati in melo per resistenze a patogeni e qualita del frutto sono stati messi a

disposizione di una piattaforma di servizi genetici per permettere ai breeder privati di utilizzarli

Leaf discs are collected and
transferred to a microtiter
taking care to maintain the

sample order

Seed soowing

Plants are grown in

arrays with the format Leaf discs are

with 8 raws and 12 sent to a
columns (as the company for
microtiters) genotyping

=) Fle Edt View Inset Format Tools Dsta Window Help

QFEHRIDIA7R BT 9--RE
Arial ~10 v B 7 U EEEN
G & 17

CIO0[EF [BoS W

Haplovew othors {S.‘-Pl SNP3 SNPS SNP7 SNP9 SNP1IC

1
12! tus SampielD | 538 1401 2340 3230 4119 5093
3 1 Samplet GG GG GT L GG GT
4 1 Sampe? | GG GG GY T GT GG
5 1 Sampie3 GG GG GG 144 GG T
-] 1 Sampled GG GG GG 114 GG GG
7 1 SamplkeS | GG GG GT L GT GG
8 1 Semple6 | GG GG GT L GT GG
9 1 Sempk? | GG GG GG m GG 77
10 1 Sampe8 | GG GG GT ™ GT GT
1 1 Sampke9 | GG GG GT LA GT
12 1 Sample10| GG GG GT L GT GG
13 1 Sampletil| GG GG GG L LLS GG
14 1 Sample12| GG GG GT 111 L GG
15 1 Samplet3| GG GG  GT 1T  GT GG
16 1 Sampleld| GG GG 1L M GG GT

The company will send
results to the breeders for
plant selection
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Il caso della resistenza a Sharka in albicocco

5% Estonia

BUCAREST

Latvia
) Lithuania

BORDEAUX

Bel

) Uto_paired-ands_mapping_sorted bam - Tablet - 1130731

J [ scaffold_1 | consensus length: 46.877.626 | reads: 2.465 | features: 20 Memary usage: 192,00 M8 (15)
ﬁ Home | Colour Schemes  Advanced
ReadPading | ) Zoom: & W PageLeft
v .‘- ’ Tog Varents . Varents: 1o}
Ay vty ot | @ mend cotours Prev ew
Data Visual Adjust
N EE00n
Contgs: 202 26,293,929 total reads |

Contg

Length

GO N A M A M G A A A

o 5

@
W PegeRont 4 amotobese | Ly Resdinfo [T RSOM. Show Ogar-{
v 15 Show Bases. RS Centre
+ ResdNames (||| RS Gustom
Nadgate Overlars

AL G G AR 4G ) Al MR A S A

Tablet Tp: Use the Search function to search for reads by name using efther standard or regulr expression matching

e - A

LG1

PPVres

AVIGNONE

BOLOGNA
CESENA

SALONICCO
ATENE

MURCIA

Morocco Algeria. { Tunsia ey

Saudi Arabia

— ANTAKYA
ADANA

MAS per la resistenza a Sharka in albicocco su oltre 20000 semenzali a livello europeo

o B

e A

4 pPGs121
4 SNP_LG1_8m156
T zPo02 :
T~ SNP_LG1 8mi57
-+ PGS1.24

ALMA MATER STUDIORUM
UNIVERSITA DI BOLOGNA



Caratterizzare la variabilita genetica nei programmi di breeding con il CIV

DIVERSITA” GENETICA dei CAMPIONI ANALIZZATI CON TECNICA di DARTseq in MELO

La tecnica del DARTseq si basa sul sequenziamento di una frazione di DNA genomico che corrisponde in

maniera preponderante a geni.

Questa tecnica non ha extra costi dovuti alla protezione da brevetto previsto per altre tecnologie NGS

disponibili sul mercato.

Lo scopo dell'analisi € quello di studiare |la diversita genetica presente nel programma di miglioramento

genetico del CIV
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13000 marcatori SNP per I'analisi di 87 accessioni di melo

Elenco dei genoftipi unici di partenza.
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"CRIMSON-SNOW"
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Identificazione di 10 clusters
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distribuzione dei campioni in 10 gruppi con analisi PCA
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Il fingerprinting applica i risultati della ricerca e diventa vettore di applicazioni
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