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Dalla biologia molecolare alle scelte varietali sviluppo ed
applicazione di marcatori molecolari per il miglioramento genetico

Roberto Mariotti - Maria Saponari - Luciana Baldoni

C Istituto per la Protezione Sostenibile delle Piante PSP
C . Consiglio Nazionale delle Ricerche
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Il dato dei microsatelliti sileggecosi
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Il dato degliSNP spuo leggerecon diversetecnologie
ma ilrisultato NONsarapiu centinaiadi numeriletti ed
Interpretati da personaleespertoe confrontati con
databasesolidi e condivisitra Paesidiversi
Dovremmosololeggereunatra quattro lettere
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_ Normalized melting curves
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COSTRUZIONE DI UN NUOVO DATABASE

Sviluppo di un set di marcatori SNP utili per la definizione di un panel di polimorfismi/differenze da impiegare
la caratterizzazione e discriminazione delle varieta, selvatici e sottospecie di olivo

- Il materiale analizzatodeve comprendere cultivar precedentementeidentificate mediante
marcatori SSR¢chehannoevidenziatoanchecasidi omonimiae sinonimie

- Lastabilita e ripetibilita_di questi marcatori deve esseretestata in analisiripetute su diverse
accessionappartenentialla stessacultivar presentein collezionidiverse
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VALUTAZIONE OBIETTIVO

| bassise non nulli tassidi errore e la procedurasemplicee completamenteautomatizzata
di analisiper ottenere 1 profili varietali, delineanogli SNPcome marcatori di elezioneper
I'ildentificazionee discriminazionedelle cultivar di olivo

1) la riproducibilita dei nuovi marcatori SNP

2) la capacita di guesti marcatori di identificare centinaia di accessioni, riconost
genotipi ridondanti ed identificare errori o possibili variazioni intreultivar

3) la trasferibilita di questi polimorfismi al germoplasma mondials

4) il livello e la distribuzione della diversita SNP in un campione rappresentativo di cultiv
di olivo per studi funzionali
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ASSOCIATION MAPPING E GENOME VABEQAATIOBIUDIES
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Studiare | caratteri fenotipici e
correlarli agli SNP

Mariotti et al., 2020c Frontiersin Plant Science
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Nuovi tool genomici offrono delle opportunita inestimabili

Sviluppare nuovi marcatori per la discriminazione tra genotipi di olivo

C Possono produrre, attraverso genetic mapping e GWAS, nuovi
marcatori funzionali associati al carattered 6 i nt echems e
snellire e facilitare il lavoro di fenotipizzazione in campo

C Identificare determinanti per caratteri di natura agronomica, qualitativi e
di risposta a stress biotici e abiotici

C Guidare il lavoro su nuovi incroci, genomics-assisted breeding
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FIORITURA E
PRODUZIONE

wd  on Oleuropein
and derivatives

UALI TAO DELLO
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FIORITURA E PRODUZIONE

C La maggior parte delle cultivar sono auto -sterili e inter-sterili
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Due gruppt d ol ncompati bi |l 1t
C llsistema d 61 nc o mp arell'obvd leisporofitico e con
di un allele sull'altro

solo due
alleli, con dominanza completa

G1 Group

G2 Group

+Collecting site

3 Mother plant of G1 group
B Mother plant of G2 group
C]Orchard of mother plants

.Neighboring olive orchards

Mariotti et al., 2021¢ EvolutionaryApplications
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Mappatura del | ocus del |

C Una progenie tra Leccino x Dolce Agogia F1 cross (229 individui) segrega 1:1 per i due gruppi
di incompatibilita (G1.G2)

C ddRAD markers: 16,743 SNP segreganti

C lllocusdel | 6i n c cestptaidentibcatd neltlinkage group 9 lungo circa 300.000 basi

Q )

LECCINO DOLCE AGOGIA

scaffold 63515
scaffold 26872 —
-3

scaffold 6030 —|
scaffold 7600 7
scaffold 13712

28.3% [G1 G2

0 40 80 120 160 200
cM

Mariotti et al., 2020¢ Frontiersin Plant Science
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ALTRE POTENZI ALI TAO DEI N U

ESTSNPgenotyping e studio puntuale di geni candidati che hanno
polimorfismi anche in sequenzedi geni di interesse agronomico,
possonofornire chiareindicazioni &

- Nellatolleranzaagli stressambientali (stressidrico, freddo, etc.)

Mousavi et al., 2019 Scientific Reports; Mousavi et al., 202iht. Journal oMolecularSciences

- Nella sintesi di composti primari (lipidi) e secondari (polifenoli,
steroli, triterpeni)

Mousavi et al., 2019 Scientific Reports; Mousavi et al., 2G2&ntioxidant

- Nella tolleranza a stress biotici (Verticilium dahliag, Xylella
fastidiosa X ) Giampietruzzet al., 2016c BMCGenomics

i
k [y
et

La scelta di queste sequenze & propedeutica al loro possibile impiego

per il miglioramento genetico assistito
Yol \ i 16/1Ei
1Sy PSP ' ¢

47 OT AOA AART 18! AAAAAT EA . AUET T A JGER KR |

N . A/ DELL'OLIVO
Venerdi 24 giugno 2022

&R % EDELLOLIO



Y - t H =
y (kb)
0 3 [ 9 12 15 18 Fal 24 27 30 33 36 39 42 45 48 51 54 57 59 @
OeNHX6 [ 11— Hi t—HHHH—1 i
oerscs BB BHE— 1+ HHH- B
OePiK4g | I L go
OeCBL3 (1} 1111 8
0eBBXx19 | - K
OeRD19A 11 _ _
oePIP1 B Mousavi et al., 202¢, Int. Journal oMolecularSciences S
OeSRP - :
5 3 10
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 €000 6500 7000 7500 8000 8500 (bp) §§
P cos upstream/downstream Intron

41 O1T AOA AAIT 16" AAAAAT EA . AUET 1

STRESS ABIOTICI

Fadak8é

R AR
#/ DELL'OLIVO
¥~ EDELLOLIO

Venerdi 24 giugno 2022




Risposta fisiologica, genetica ed epigenetica
del |l 6ol 1l vo a stress sal

EFFETTO PRIMING
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Stress Bioticl: Il caso Xylella fastidiosa

Lo studio del meccanismi di resistenz&ydellafastidiosa
la necessita di sviluppare marcatori a supporto dello screening
varietale e di programmi finalizzati di miglioramento genetico

{002 RSETEQFINIS S LINAYOA

|| batterio X. fastidiosanelle cultivar
di olivo che si sono rivelate
particolarmente suscettibili e in
grado di causare sintomi gravi di
disseccamento, con conseguente
rapido deperimento delle piante

Saponari et al.,2019Am PhytopathSociety

47 01T AOA AAT 18! AAAAAI EA . AUET 1 AIGER AR & RlE

N . s5 DELL'OLIVO D
Venerdi 24 giugno 2022

R ¥/ EDELLOLIO




Come per altre specie agrarie suscettibifanche in olivo sono stati riscontrdanomeni di
resistenza in alcune cultivar
6a4SLIJIzNI £ AYAGL GA

NR aLISaa2

It € QF YLIA I LJA
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LE BASI DELLA RESISTENZA IN ®2Eldfxora agli albori
degli studi, ma sfruttando le conoscenze sviluppate in passato
per vite e agrumi, le ricerche si sono concentrate sulla

valutazione delle differenze a livello:

- ANATOMIC@imensione/indice aggregazione vasi;
presenza di gomme/occlusioni)

- DI RISPOSTA DELLA PIANTA A LIVELLO GENPFIG®
analisi del trascrittomi confermano un diverso profilo di
espressione genica

Giampietruzzet al., 2016 BMCGenomics
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ANATOMIA DEI VASI

Sezi oni trasversal.i di ramett.i dodoo

Cosi come riscontrato per gli
agrumi, non vi e una
correlazione diretta tra
dimensione/indice di
aggregazione dei vasi xilematici
e comportamento della "
cultivar: ol
- es: Leccino ha vasi di diametro §#&
piu piccolo della Cellina (in P
linea con quanto atteso per una
cultivar piu resistente axf), ma

LECCINO

ot 3 3 o )

> ORI S R gk
ot B e 107
Fony 2 ST N » !

CELLINA

stessa condizione (dimensione
dei vasi non differente da
Cellina).
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RISPOSTA DELLA PIANTA A LIVELLO GENETICO

Diagramma dVennche mostra i gendifferenzialmente 93S8YLIA 2 RS N 3 dzf

espressi tra le varieta Leccino (LOYgliarola(OG). _ . _ _
trascrittomi di piante di Leccino ed
upreg LC upreg 0G Ogliarolainfette da Xf

Molti dei geni sovraespressi fanno
riferimento a «lefenseresponse &
«cellwall modifications»>, ma per
lungo tempo il fattore limitante e
stata la mancanza di una univoca
annotazione funzionale dei geni, tra i
genomi di olivo che in questi ultimi
anni sono stati resi pubblici

'%r PEPI i 6/1 Ei

downreg LC downreg OG

Giampietruzzet al., 2016 BMCGenomics
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Per questi studi molecolari e 2
comungue importante la:

Fenotipizzazionelelle piante «collo di
studie lacreazionadi unalinkagemap

Servono circa 2 anni per ottenere questi risultati su selezioni
che possiamo definire altamente suscettibili; ma non
sempre la risposta e chiara e la risposta della selezione
facilmente interpretabile- «categorizzabile in resistente o
suscettibile» a volte e solo il periodo di incubazione che
varia, per es. in Coratina i sintomi gravi di disseccamento si
ottengono molto piu tardi che sWgliaroldCellina,
raggiungendo la stessa severita di sintomi

Controllo
non infetto
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Le attivita in corso:

Caratterizzazione genetica di olivi spontarehe si sono

resistenza?); e stato raccolto materiale da oltre 150
individui «unici» al momento circa una decina sono ance.
asintomatici dopo anni di osservazioni; sono stati definit * -
LI NBYdFftA I LINAY2 LI 44?2 ;
tra genitori resistenti e progenle e per la costruzione di
mappa genetice =

D KR |

. 45 ) DELL'OLIVO
SR %7/ EDELLOLIO
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C Le cultivar tolleranti sono pochissime,
mentre diverse cultivar importanti sono
suscettibili

C C'e un'estrema necessita di introdurre
nuove cultivar resistenti a  questo

patogeno
Progenie da incrocio
LECCINO X DOLCE AGOGIA
Resistente a Xylella Tollerante a molti

patogeni

A4 _ ,

T 150 semenzal pront i

2 milioni di alberi infettati,
altri 10 milioni sono a rischio
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—§ Identification and characterization of L

resistance traits in Olea europaea

. Mapping genes and QTL

- associated with ;
. resistance/tolerance/susceptibility
- to XfDD infections in the LexDA
| Cross progeny |

QTL mapping per genotipi |
resistenti/suscettibili
alla XfDD

it
Dolce Agogia

- Characterization of differentially

- expressed transcripts and CW-

- associated receptors in the R and
- S cultivars upon XfDD infections

e ) S
e | Il

—

Studies of gene expression of ‘
. selected candidate genes

Selection of olive genotypes from 3
- LexDA progenies resistant/tolerant !
. toXfDD g

(R vs (S)
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Obiettivi del breeding

Cultivar:

Elevata produttivita
Portamento compatto

del | 0al bero
Precocita di fruttificazione
Elevato contenuto in composti
bioattivi nei frutti

OO0 00

Cultivar e portinnesti

C Riduzione delle dimensioni
del | 6al ber o

C Tolleranza alla siccita

C Tolleranza al sale

C Tolleranza ai terreni anomal
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Attivita di breeding in corso presso CNR  -IBBR

A Selezione di nuovi genotipi (cultivar e portinnesti)
attraverso un piano di incroci tra varieta tradizional

A Selezione assistita con marcatori molecolari (MAS)

C Circa 2.500 nuovi genotipi in fase di
accrescimento, valutazione, pre -
selezione e selezione finale
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Criteri di valutazione e rilievi effettuati

C Architettura degli alberi - volume chioma, portamento, densita,
branching

C Precocita di entrata in produzione - grado di evoluzione dalla
fase giovanile alla fase matura dei semenzali

C Stima della produzione T produzione annua e cumulata

CRi sposta al | 0ambididannitdaefredelo, maidengaat o g e n i
di occhio di pavone, mosca, lebbra, rogna

C Analisi biochimica del frutti per contenuto in olio e in composti
fenolici

C Prove di micro-molitura e valutazione biochimica e organolettica
degli oli
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Valutazione degli alberi e del frutti

C Albero : architettura, velocita di crescita ed entrata In
produzione

C Frutti: dimensione, forza di attacco, contenuto In olio e In
composti bioattivi

(; Banca datl di tutti |caratter| preS| In esame
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Criteri di selezione del nuovi genotipi

Caratteri del frutto

Quantita di fruttial 3 ° 1.8-2.80 3.0-4.0

anno (KQg)

Dimensione dei frutti : Medio - : Medio -grande

(stima) Piccola (P) viccola (MP) Media (M) (MG) Grande (G)

Distribuzione dei frutti Su 1 o pochi | Rami sparsi Parte Parte basale | Tutta la chioma
rami (S) (RS) apicale (PA) (PB) (T)
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Criteri di selezione dei nuovi genaotipl

Ar c hi

tettur a

del |

(@)

Vigoria (stima) Media Medio -Bassa
Densita della chioma Media Medio -Elevata
(stima)
Volume chioma Media Medio -Bassa
Entrata in produzione Da 4° anno Da 3° anno
Medio -
Portamento Assurgente (A) | Assurgente Medio (M) | Medio -Pendulo (MP) Pendulo (P)
(MA)
: Completamente
Totalmente C.aratte_r_l Prevalentem Altamente matura matura (CM)
: : : . giovanili (AM)
Grado di evoluzione giovanile . .. .. |ente matura o - Albero
ancora visibili Caratteri giovanili
(GG) (M) : completamente
(G) scomparsi
maturo
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