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Questa volta parliamo di noi

Alla vigilia dell’ennesima riorganizzazione istituzionale
che la certificazione delle sementi subisce, vogliamo riba-
dire il ruolo fondamentale che I'attivita riveste nel conte-
sto dell’agricoltura italiana e dell’innovazione cui ¢ dedi-
cato questo numero di dal Seme.

Concetti piu volte affermati che tanti condividono nel
principio ma che al momento delle decisioni importanti
non ottengono l'attenzione dovuta.

Sembra banale dirlo, ma I'innovazione ha senso quan-
do giunge nelle aziende agricole e risolve un problema o
induce un miglioramento che I'agricoltore possa percepi-
re. Le sementi rappresentano il vettore attraverso il qua-
le innovazione arriva in azienda con la propria carica di
novita, le proprie caratteristiche genetiche e tecnologiche
concentrate in una varieta e in un seme.

Produrre sementi richiede conoscenze multidisciplinari
che passano dalla botanica all’ agronomia, all’economia
e perché no alla sociologia; ogni decisione anche politica
che le riguardi deve tener presente questi fattori.

Si tratta di un’attivita che non si pud improvvisare e che
richiede tempi tecnici lunghi e buona programmazione,
ancor piu se si parla di costituzione di nuove varieta che
le metodiche richiamate in questo numero promettono di
ridurre.

Per quante carenze strutturali e di non recente origine
si caratterizzi il settore, soprattutto per la costituzione di
nuove varietd, I'ltalia & un paese di primaria importanza
per la produzione e la commercializzazione di sementi
certificate, almeno in un contesto europeo e per alcune
specie e talune specialitd pud senza dubbio definirsi un
paese guida.

Il settore muove un giro di affari annuo superiore al mi-
liardo di euro e le ditte sementiere che operano sul territo-
rio sono pit di duecento, mentre sono almeno novemila
gli agricoltori che si occupano della moltiplicazione in
campo di sementi certificate. Riso, erba medica, frumen-
to duro, barbabietola, ortive sono riconosciute eccellenze
per settore sementiero italiano e alimentano una corrente
di esportazione significativa. Ma le specie certificate in
Italia sono piu di ottanta.

In questo contesto si colloca la certificazione delle se-
menti, un controllo di qualita del prodotto e del processo
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di produzione che tutela in primo luogo I'utilizzatore e
che garantisce, da molto prima che la tracciabilita fosse
un concetto diffuso, I'origine del seme.

In questo contesto si colloca oggi CREA-SCS, ieri ENSE,
che da sessanta anni ¢ al servizio dell’agricoltura italiana
nel proprio ruolo di organo ufficiale cui la legge naziona-
le ha affidato il compito di dare applicazione alle norme
internazionali e dell’Unione europea che regolano la com-
mercializzazione delle sementi.

Un ruolo cui nel tempo non si & mai venuti meno, nono-
stante periodi di difficoltd coincidenti con le ri-organizza-
zioni, perché anche 'autorita di certificazione ha bisogno,
come il settore per cui lavora, di stabilita e di program-
mazione.

Solo cosi si pud far fronte a quasi duecentomila etta-
ri da controllare e piu di cinquecentomila tonnellate di
sementi da certificare, a quindici milioni di etichette di
certificazione da rilasciare a cinquantamila analisi di la-
boratorio e diecimila parcelle di post controllo da realiz-
zare a ogni campagna. Per non dire di pit di mille nuove
varietd che ogni anno fanno parte della rete di prove per
I'iscrizione al registro nazionale o per il rilascio del titolo
di protezione comunitario delle varietd, di cui CREA-SCS
ha il coordinamento.

Se cid & stato possibile farlo e continua a essere fatto
lo si deve soprattutto alla dedizione, alla professionalit,
all’esperienza, alle capacita, a volte, I'abnegazione del per-
sonale che vi lavora, di piti di duecento persone tra ricer-
catori, tecnici, operai agricoli, amministrativi, controllori
esterni che rappresentano il vero motore dell’organizza-
zione, anche e soprattutto quelli a tempo determinato che
fanno parte integrante della struttura e che hanno investi-
to il loro futuro su questa attivita.

Una base solida, motivata, organizzata che permette a
molti ricercatori di CREA-SCS di rivestire ruoli di primis-
simo piano nelle organizzazioni internazionali di standar-
dizzazione delle sementi e di esportare il modello orga-
nizzativo in molti paesi che nel tempo hanno chiesto la
nostra collaborazione.

Questo e altro ancora & CREA-SCS.

Pier Giacomo Bianchi
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notizie

a cura di Elena Astrua Testori

Prende il via in Italia lo standard di qualita ESTA per la
concia delle sementi

Il progetto ESTA (European Seed Treatment Assuran-
ce), nato su iniziativa dell’Associazione sementiera eu-
ropea (ESA) per migliorare la qualita e la sicurezza della
concia del seme attraverso la certificazione degli impianti
di lavorazione delle sementi, parte anche in Italia. Assose-
menti diventa il rappresentante nazionale e agente esclu-
sivo di ESTA per il territorio italiano.

L'adesione ai protocolli ESTA obbliga le aziende se-
mentiere a certificare la sicurezza e I'efficienza del pro-
cesso di concia, con la verifica della corretta gestione del
processo di lavorazione e il controllo del residuo finale
di polveri presenti sul seme, che deve risultare inferiore
a determinati valori per evitare problemi di esposizione
e dispersione durante il trattamento del seme conciato
e la semina.

Il protocollo ESTA copre tutto il processo di trattamento
delle sementi, dallo stoccaggio dei concianti fino al confe-
zionamento e alla gestione dei rifiuti ed & aperto ad ogni
tipologia di seme. Gli audit sono eseguiti da enti di certi-
ficazione indipendenti e consentono alle aziende accredi-
tate di utilizzare il logo ESTA sulle sementi confezionate a
garanzia della qualita dei processi di lavorazione.

Gia attivo in Germania, Francia, Regno Unito, Spagna
e Polonia, oggi in Europa sono oltre settanta gli impianti
accreditati per diverse specie tra cui mais, colza, girasole,
cereali e alcune colture orticole.

“Lo standard ESTA & una grande
risorsa, soprattutto alla luce delle
nuove politiche sull’'uso sostenibile
dei prodotti fitosanitari — dice una
nota di Assosementi — In questa
prima fase lavoreremo a fianco dei
nostri associati per fornire tutte le
informazioni sui requisiti di quali-
ta che si stanno definendo a livello
europeo, per favorire I'implementa-
zione in lItalia del progetto ESTA e
rafforzare la sua presenza nel Sud
Europa”.

Giuseppe Carli & il nuovo presidente
di Assosementi

Giuseppe Carli, 48 anni, & il nuovo

presidente di Assosementi. Succede Grano saraceno

-l

a Guido Dall’Ara, alla guida
dell’associazione dal 2014.
Carli vanta una carriera
ventennale alla KWS lItalia,
dove attualmente ricopre il
ruolo di Country Manager
per I'ltalia e la Grecia per
il mais. In ambito Asso-
sementi ha ricoperto per
due mandati consecutivi
la carica di presidente della
Sezione colture industriali.
Nel corso dell’assem-
blea annuale dell’associa-
zione sono inoltre stati
eletti i presidenti delle cinque sezioni che compongono
Assosementi. Giampaolo Piubello e Franco Brazzabeni
sono confermati rispettivamente per le Sezioni Costitutori
e Cereali.
Nuove nomine per Nicola Santini per la Sezione Ortive,
Roberto Guarnieri per |la Sezione Foraggere e Gianluca Fu-
sco per la Sezione Colture industriali.

Giuseppe Carli

Messa a punto la birra di grano saraceno

Il CREA, nel Centro di Ricerca per gli Alimenti e la Nu-
trizione in collaborazione con I'Universitd di Viterbo,
nell’ambito del progetto Alimed, finanziato dal Ministero
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delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali, ha messo a
punto una birra prodotta con grano saraceno.

Questa birra viene prodotta al 90% con grano sarace-
no tartarico, un tipo selvatico di grano saraceno, parti-
colarmente ricco di quercetina e di rutina, dalle spiccate
proprieta antiossidanti e antinflammatorie, che aiutano
I'organismo a contrastare lo stress ossidativo causato da
un pasto troppo abbondante o da un prolungato sforzo
fisico. Inoltre, & analcolica (3%), piacevole al palato e pra-
ticamente senza glutine.

| suoi effetti benefici sono stati testati attraverso una
sperimentazione condotta sullo staff tecnico della FISI
(Federazione Italiana Sport Invernali) del Trentino.

| soggetti che avevano bevuto la birra di grano saraceno
tartarico hanno mostrato un aumento della produzione
di citochine — ossia quelle molecole che riparano i danni
procurati all’organismo da stress ossidativi quali pasti ab-
bondanti o prolungati sforzi fisici — e la contemporanea
diminuzione del colesterolo.

| test proseguiranno su piti ampia scala dopo le Olim-
piadi, in quanto diverse Federazioni sportive hanno mo-
strato la loro disponibilita a partecipare alla sperimenta-
zione, anche con una versione light.

Accordo tra Repressioni frodi e aziende sementiere per
contrastare le illegalita

Firmato un accordo di collaborazione tra I'lspettorato
centrale della tutela della qualita e della repressione frodi
dei prodotti agroalimentari (ICQRF) e Assosementi.

L'accordo ha I'obiettivo di rendere piti efficace Iattivita
di controllo e contrasto alle illegalita che coinvolgono le
sementi, attraverso la realizzazione di analisi di mercato,
di un piano di controlli e campionamenti e I'organizzazio-
ne di giornate di studio per approfondire le problemati-
che del settore e scambiare informazioni sulle situazioni
che possono originare forme di illegalita. Gli esempi sono
molti.

Sul versante delle specie agrarie, ad esempio, la vendita
o lo scambio di granella non certificata uso seme, oltre
a costituire violazione della normativa sementiera, favo-
risce la diffusione di patogeni ed infestanti. Nel settore
sementiero orticolo, invece, & crescente il diffondersi di
pratiche illegali quali la riproduzione vegetativa a mezzo
talea o stubs.

“L’accordo formalizza un percorso di collaborazione avviato
da tempo con 'lCQRF”, ha commentato Giuseppe Carli neo
presidente di Assosementi, e assicura continuitd per poter

sfruttare al massimo le potenzialita in tutti i contesti e per tutte
le specie, promuovere una cultura della legalita e porre le basi
per ridare slancio alla competitivita delle nostre filiere”.

Nuove varieta per tappeti erbosi

Il mondo delle sementi da tappeto erboso ¢ in grande
evoluzione. Le specie piti utilizzate oggi nella formazione
e rigenerazione dei prati sono Loietti e Festuca arundina-
cea, che hanno indubbie qualita ma essendo specie ce-
spitose, poco si allargano in senso orizzontale lasciando
spazi vuoti dove le malerbe trovano spazio.

Oggi infatti la riduzione dell'impiego dei prodotti fito-
sanitari nel tappeto erboso in seguito alle nuove norme
comunitarie e nazionali introdotte dal Piano di Azione
Nazionale (PAN), comporta maggiore attenzione alla pre-
venzione delle varie problematiche tramite nuove strate-
gie di manutenzione del tappeto erboso.

In questi anni il miglioramento genetico ha lavorato per
modificare, tramite selezione massale, le piante di que-
ste specie che in determinate condizioni producono dei
germogli laterali striscianti, anche se brevi. Dopo anni di
selezione, sono ora presenti sul mercato nuove varieta di
Festuca arundinacea e Lolium perenne che sono in grado
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Festuca arundinacea
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di produrre pseudostoloni che aumentano la capacita ri-
generativa del prato e soprattutto la capacita di coprire il
terreno.Queste cultivar sono caratterizzate dalla tendenza
a strisciare nel terreno e d’invadere gli spazi come fa la Poa
pratensis.

Un gruppo di lavoro permanente per la protezione delle
piante

In occasione del convegno “Il settore sementiero: sfide
attuali e scenari futuri” che ha aperto I'assemblea annuale
di Assosementi, Bruno Caio Faraglia, dirigente del Dipar-
timento delle Politiche Europee ed Internazionali dello
Sviluppo Rurale del MIPAAF ha presentato un progetto
finalizzato alla costituzione del Gruppo di lavoro perma-
nente per la protezione delle piante.

Il Gruppo di lavoro ha I'obiettivo di favorire un mag-
giore coordinamento tra il Servizio fitosanitario naziona-
le, le universita e gli enti di ricerca, i laboratori, i settori
produttivi le associazioni di categoria e le organizzazioni
produttori.

Il Gruppo sara strutturato in sette sottosezioni, una del-
le quali dedicata alle sementi dove siederanno rappresen-
tati delle associazioni sementiere, del commercio, delle
associazioni agricole.

Mappato il genoma della carota

Un gruppo di studiosi statunitensi ha identificato la se-
quenza del genoma della carota (Daucus carota L.), giun-
gendo ad identificare 32.113 geni, di cui 10.530 geni unici
per la carota. Per comprendere il processo di domestica-
zione della carota sono state sequenziate 35 accessioni
selvatiche di carota, rappresentative della diversita geneti-
ca del genere Dacus.

Lo studio ha permesso di rilevare il gene responsabi-
le dell’accumulo di carotene nelle radici, il pigmento che
conferisce il caratteristico colore arancione. Grazie all’atti-
vita di breeding condotta negli USA, é stato possibile au-
mentare il contenuto medio di carotene del 50% rispetto
alle varieta esistenti 40 anni fa.

La carota & I'ortaggio piti importante della famiglia delle
Apiacee, alla quale appartengono anche erbe aromatiche,
spezie e piante officinali, quali prezzemolo, finocchio, se-
dano, coriandolo e cumino. Secondo le indicazioni stati-
stiche della FAO, la produzione mondiale di carote & qua-
druplicata dal 1976 al 2013.
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Risultati del primo anno di controllo sulla presenza di ogm
negli alimenti

Dal 2015 & iniziata la programmazione del Piano nazio-
nale di controllo ufficiale sulla presenza di organismi ge-
neticamente modificati (OGM) negli alimenti per il qua-
driennio 2015-2018.

Il Ministero della salute, in collaborazione con il Centro
di referenza nazionale per la ricerca degli OGM (CROGM)
e I'lstituto superiore di sanita, ha predisposto il Piano
quadriennale al fine di facilitare la programmazione e il
coordinamento delle attivita di controllo svolte, in que-
sto specifico settore, dalle Autorita sanitarie regionali e
provinciali. Cid in applicazione sia della normativa qua-
dro del settore degli OGM, i regolamenti comunitari
nn. 1829/2003 e 1830/2003, sia del regolamento CE n.
882/2004 relativo ai controlli ufficiali.

La valutazione generale dei risultati 2015 & positiva. Per
un numero totale di campioni prelevati ed analizzati pari
a 688, la percentuale di quelli positivi & stata del 2%. Cid
conferma sempre di pili sia la consapevolezza crescente
degli operatori del settore alimentare, sia I'efficacia dei
controlli ufficiali messi in atto.

Lattivita al’'importazione si & mantenuta costante, con
i 116 campionamenti effettuati, ed ha consentito di inter-
cettare 4 partite non conformi per la presenza di riso GM
non autorizzato proveniente dalla Cina.

Rapporto CREA sul commercio con I’estero dei prodotti
agroalimentari

Si conferma anche per il 2015 la performance positiva
del commercio con |'estero dell’agroalimentare italiano re-
gistrando un incremento rispetto al 2014 del 7,4% dell’ex-
port (37,2 miliardi di euro nel 2015) e del 2% dell'import
(42 miliardi di euro).

Tale dinamica ha prodotto una riduzione del deficit del-
la bilancia agroalimentare, che & sceso, per la prima volta
negli ultimi 25 anni, sotto la soglia dei 5 miliardi di euro
(-4.782 milioni). Cid ha comportato un miglioramento del
saldo di 1,73 miliardi di euro rispetto al 2014.

Questa & la fotografia scattata dal CREA, con il suo cen-
tro di Politiche e bioeconomia, nel rapporto Commercio
con I'estero dei prodotti agroalimentari, presentato in occa-
sione dell’evento Il commercio agroalimentare dell’ ltalia e il
made in ltaly organizzato da ICE e CREA in collaborazione
con SMEA.
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In particolare I'export & stato trainato dall’aumento dei
volumi esportati (+9,3) a fronte di una diminuzione dei
prezzi (-1,8%). La crescita dell’import, invece, & dovuta
all’aumento dei prezzi (+4,5%) a fronte di una flessione
dei volumi importati (-2,4%).

Il valore delle esportazioni (37,2 miliardi di euro) & ri-
partito in 6,6 miliardi per il settore primario (in particola-
re frutta fresca e legumi e ortaggi freschi), in 23 miliardi
per I'industria alimentare (tra cui derivati dei cereali, pro-
dotti lattiero-caseari, ortaggi trasformati e oli e grassi) e
in 7,4 miliardi per quello delle bevande (principalmente
vino). Dal lato delle importazioni (42 miliardi), 14 miliardi
riguardano il settore primario, 26 miliardi I'industria ali-
mentare e 1,5 miliardi quello delle bevande.

Anche nel 2015 il nostro principale partner commerciale
per I'export agroalimentare & 'area del’UE28 (65,7%), segui-
to da Nord America (11,8%), Paesi Asiatici non mediterranei
(8,1%) e gli Altri Paesi Europei non mediterranei (6,3%).

Le esportazioni del Made in Italy, che coprono il 74%
circa del totale agroalimentare, hanno raggiunto il valore
di 27,4 miliardi di euro circa, con un incremento del 7,1%
rispetto al 2014 legato all’aumento sia dei prezzi sia delle
quantita.

In particolare il Made in Italy agricolo (tra cui mele, uva
da tavola e kiwi) si & attestato su 4,2 miliardi di euro circa,
il Made in Italy trasformato (i cui principali comparti sono
il vino confezionato, il pomodoro trasformato, i formaggi,
i salumi e I'olio d’oliva) su 15,5 miliardi e Made in Italy
dell’industria alimentare (tra cui pasta, prodotti da forno
e prodotti dolciari a base di cacao) su 7,7 miliardi di euro.

«| dati elaborati dal CREA — ha spiegato Ida Marandola,
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Direttore Generale — confermano anche per quest’anno il
ruolo di rilievo del settore agroalimentare nella bilancia
commerciale del nostro Paese.

Per il quarto anno consecutivo il peso dell’agroalimen-
tare sull’export complessivo di merci & aumentato, rag-
giungendo la quota del 9%. Si tratta del valore piti elevato
degli ultimi 25 anni».

Sovrapposizione fra brevetti per invenzioni e privativa per
varieta vegetali

L'Ufficio Italiano Brevetti e Marchi (UIBM) ha recente-
mente organizzato un seminario sulla proprieta intellet-
tuale per chiarire e illustrare le possibili sovrapposizioni
fra brevetti per invenzione e privativa varietale.

Levoluzione delle tecnologie nell’ambito della selezio-
ne genica per la produzione di nuove varieta vegetali & tale
che & sempre piu difficile separare I'utilizzo di un proces-
so biologico da un processo in cui & richiesto I'intervento
tecnico umano.

Diventa quindi difficile distinguere il limite fra le due fat-
tispecie e di conseguenza le due possibilita di protezione.

Lincontro ha consentito di fare il punto sull’argomen-
to ‘brevettazione’ delle varieta vegetali evidenziando le
possibili interferenze che recenti decisioni dell’Ufficio
Comunitario Brevetti — EPO (nello specifico le decisioni
relative ai casi Broccoli Il e To-mato Il) potrebbero deter-
minare sul sistema della privativa vegetale normata dal
Reg. 2100/94.

Francesco Mattina, responsabile del dipartimento legale
del CPVO, I'organismo comunitario deputato alla gestio-
ne delle privative vegetali, ha presentato I'attuale situazio-
ne e i futuri impegni che da ottobre vedranno riprendere
il confronto fra lo stesso CPVO e I'EPO con l'obiettivo di
portare chiarezza su diversi ed importanti aspetti che al
momento vedono i due impianti normativi su posizioni
contrastanti.

Assosementi ha partecipato all’evento portando il pun-
to di vista del settore sementiero.

Alberto Lipparini ha ribadito la posizione dei sementieri
italiani ed europei (ESA) a sostegno della privativa vegeta-
le in quanto ritenuto valido impianto normativo di tutela
degli investimenti a supporto della ricerca e dell'innova-
zione capace di garantire il libero accesso alle innovazio-
ni e quindi di tutelare I'attivita dei costitutori grazie allo
strumento della ‘breeders exemption’ ed escludendo nel
contempo la brevettabilita delle varieta vegetali.
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a cura di Massimo Montanari

Colture sementiere autunno-vernine

La primavera 2016 & stata caratterizzata da tempo insta-
bile, fin dall'inizio del mese di aprile le precipitazioni hanno
colpito tutto il territorio nazionale con intensita variabile e
con temperature al disotto delle medie stagionali. Solo nella
seconda decade di giugno nelle regioni meridionali & arrivata
I'estate mentre il Centro ed il Nord Italia sono al momento
in una continua situazione di tempo variabile con violente
precipitazioni accompagnate da forti raffiche di vento.

Queste condizioni climatiche di enorme variabilita
stanno inevitabilmente condizionando le fasi vegetative
finali delle colture sementiere autunno vernine.

Cereali a paglia: all’inizio della terza decade di giugno
nelle regioni del Centro e Nord Italia sono iniziate le prime
trebbiature, approfittando di una finestra di tempo stabi-
le. Le notizie che giungono dalle ditte sementiere, ripor-
tano per orzo e frumento tenero produzioni e pesi spe-
cifici particolarmente positivi. Per il frumento duro non si
hanno ancora notizie certe, ma i primi dati di produzioni
sementiere non hanno al momento dato buoni risultati.
Si prevede comunque un peso specifico leggermente sot-
to la media della specie dovuto per lo pili alla presenza
di molte produzioni allettate da oramai molto tempo, in
cui la coltura non & riuscita a pieno a trasferire i nutrienti
nella cariosside. In alcune zone si sono anche evidenziate
problematiche tardive di attacchi fungini che hanno in-
teressato le varieta maggiormente sensibili causando la
formazione di cariossidi poco sviluppate. Per meglio va-
lutare I'annata cerealicola avremmo bisogno di pit dati
e non mancherd nel prossimo numero di aggiornarvi sul
risultato definitivo delle raccolte 2016.

Specie industriali a semina primaverile: tutte queste spe-
cie si stanno avvantaggiando di questa situazione clima-
tica. Le coltivazioni di mais pit precoci, iniziano gia a
emettere pennacchi e sete; il girasole & in piena levata con
moltiplicazioni gia a bottone fiorale o con la calatide in
apertura. Questa specie, come la precedente, per il terzo
anno consecutivo ha ridotto ulteriormente le sue superfi-
ci produttive, mentre la soia, che attualmente ¢ ai primi
stadi di sviluppo, si gode con queste condizioni climati-
che favorevoli, una buona radicazione e un buon sviluppo
iniziale, mentre anche per il 2016 le superfici per la pro-
duzione di seme rimangono per il terzo anno consecutivo
superiori ai 10.000 ettari.

Barbabietola: questa coltura a trapianto primaverile si
sta avvantaggiando delle precipitazioni frequenti, ma al

contrario di altre, essendo in piena fioritura, mal soppor-
ta gli sbalzi di temperatura e 'alta umidita relativa che
ne limita il trasferimento di polline. E da segnalare una
problematica emersa a causa della tardivita dei trapianti,
che per motivi climatici sono in parte slittati nel mese di
marzo, e hanno evidenziato la sensibilitd di alcune linee
impollinanti per la lunga conservazione in cella a tempe-
ratura e umidita controllata, con la conseguenza di una
montata a seme non uniforme in tutte le piante. Questo
si & riscontrato in una piccola percentuale di colture e non
andra comunque a ridimensionare una previsione di pro-
duzione buona in un’annata in cui la superfice di questa
specie ritorna in crescita e supera di nuovo i 3000 ha com-
plessivi di moltiplicazione.

Foraggere: le specie graminacee si sono avvantaggiate
pit delle altre per le frequenti piogge e le produzioni del
2016 risultano buone, con una superfice produttiva sta-
zionaria rispetto alla scorsa annata. Diversa la situazione
delle specie leguminose. Per i trifogli, dove & consuetudi-
ne sfalciare per la pulizia delle colture destinate a seme
nei mesi di aprile maggio, il maltempo ne ha ritardato
il taglio, con la conseguenza che al momento attuale si
riscontra una vasta situazione di stadi vegetativi, con la
probabilita che quelli pil tardivi saranno in fioritura in un
momento stagionale particolarmente caldo e non idoneo
per una buona allegagione. La medesima situazione la
troviamo anche nell’erba medica, dove i primi tagli, nor-
malmente eseguiti a fine aprile, prima decade di maggio,
sono slittati alla fine del mese di maggio per le condizioni
climatiche instabili e per un prezzo del foraggio di primo
sfalcio particolarmente basso. Come per i trifogli, le pro-
duzioni sementiere di erba medica, rischiano di trovarsi
in piena fioritura nel periodo pili caldo dell’estate, con la
possibile conseguenza di allegagioni non ottimali e quin-
di di produzioni limitate. Le superfici investite non hanno
subito grosse variazioni rispetto al 2015 per i trifogli, men-
tre per I'erba medica siamo ancora in una fase di rece-
pimento delle domande, ma ad ora si pud gia prevedere
almeno una superfice a richiesta di sopralluogo in campo
senza troppe variazioni rispetto al 201s.

Ulteriori notizie sulle produzioni nel prossimo numero
dove potremmo riferire I’'andamento definitivo dei raccolti
2016.
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a cura di Rita Zecchinelli

Le carte di controllo: uno strumento importante per il
laboratorio accreditato

Per assicurare la qualita dei risultati di prova all’interno
di un laboratorio di analisi, tra le altre iniziative intraprese
nell’ambito di un sistema di assicurazione della qualita, &
necessario adottare sistemi di misurazione dei processi e
impegnarsi per analizzare i dati raccolti. Per il laboratorio,
I'obiettivo finale rimane il continuo miglioramento della
propria performance.

Il controllo degli strumenti utilizzati, la valutazione de-
gli analisti e i risultati dei Proficienty Test tra laboratori for-
niscono una quantita di dati che - se analizzati statistica-
mente - diventano uno strumento di grandissima utilita.

L'esito positivo del controllo statistico conferma che
I'intero processo si mantiene ad un livello accettabile e
stabile e assicura la conformita dei risultati d’analisi.

| risultati della verifica vengono infatti analizzati al
fine di individuare non solo conclamati errori, ma anche
eventuali andamenti non naturali dei processi ripetitivi;
le indicazioni che si ottengono permettono di elaborare
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strategie per prevenire la produzione di risultati di prova
non conformi alle specifiche e per evitare le conseguenze
indesiderate che ne possono derivare, ad esempio in ter-
mini economici o anche di immagine.

In sintesi, migliore & la conoscenza del processo, mag-
giore sara la possibilita di miglioramento.

Per controllare i processi d’analisi il laboratorio pud av-
valersi di carte di controllo (vedi la figura 1, esempio di
carta di controllo per una bilancia), utili innanzitutto per
registrare e tracciare 'esito delle verifiche di qualita.

Ancor pili, una carta di controllo rappresenta un mezzo
grafico che facilita la visualizzazione e quindi I'individua-
zione dell’esito sortito dal controllo del processo in esame
e il suo andamento nel tempo.

La carta di controllo permette di individuare due tipi di
variabilita, quella casuale dovuta a cause “non identificabi-
li” e quindi non eliminabili e la variabilita per cause di na-
tura sistematica, attribuibili a problematiche legate ad un
irregolare funzionamento delle attrezzature, ai materiali
utilizzati, al fattore umano, alla non corretta applicazione
di metodi, a fattori ambientali o di natura gestionale.
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Figura 1. Una carta di controllo utilizzata dal laboratorio SCS di Tavazzano per il controllo di una bilancia
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Figura 2 Una carta di controllo utilizzata dal laboratorio SCS di Tavazzano per analizzare I'andamento dei Proficiency Test sulle analisi

di germinazione

Queste cause sono quindi identificabili e, tramite I'a-
pertura di un’azione correttiva, devono essere identificate
per poter essere eliminate o quantomeno ridotte ad un
livello accettabile.

Oltre ai limiti di azione, & utile fissare anche limiti di
sorveglianza: un valore che cade al di fuori di questi rap-
presenta un segnale di allarme che preannuncia la pos-
sibile insorgenza di un problema piu serio. Ad esempio,
I'inizio del malfunzionamento di uno strumento, segna-
lato dal superamento dei limiti di sorveglianza, non deve
essere sottovalutato ed & utile avviare le indagini mirate
ad individuarne le possibili cause (azione preventiva) e a
riportare lo strumento al suo funzionamento ottimale.

La carta di controllo consente anche di individuare
eventuali linee di tendenza, sulla base delle quali il labora-
torio organizza azioni atte a prevenire errori o comunque
a migliorare la qualita del proprio lavoro.

Un tipico caso & rappresentato dall’analisi dei risultati
ottenuti con la partecipazione a Proficienty Test (vedi figura
2). Anche quando questi risultati sono tutti ottimi, pud
manifestarsi una tendenza del laboratorio (o di un certo
analista) a sottostimare o sovrastimare un determinato
parametro (ad esempio, la percentuale di germinelli clas-
sificati come anormali nelle prove di germinabilita & sem-
pre maggiore o minore della media, anche se con scarti
di lieve entita). In una situazione come questa, la carta di
controllo consente di evidenziare facilmente la tendenza
e quindi di intervenire per approfondirne le cause e per
correggerla.

Sara Gaudenzi

La ricerca di patogeni tellurici nel suolo presso il laboratorio
SCs di Battipaglia

Il servizio di diagnostica svolto dal Laboratorio di Ana-
lisi Fitopatologiche del CREA-SCS (Centro di sperimenta-
zione e certificazione delle sementi) di Battipaglia offre
oggi la possibilita di controllare, oltre che lo stato fitosa-
nitario dei vegetali, anche le condizioni fitosanitarie del
suolo.

La conoscenza dello spettro dei microrganismi residenti
in un suolo & da sempre una necessita fortemente espres-
sa dagli agricoltori. Avere informazioni sulla presenza di
eventuali microrganismi patogeni in un suolo, consente
di effettuare una scelta maggiormente oculata della specie
vegetale da coltivare, correndo il minor rischio possibile di

-
o

Figura 3. Un campione di terreno infetto
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infezioni della coltura, compatibilmente con la vocazione
dei terreni e con 'indirizzo produttivo delle aziende.

Di recente, i laboratori del CREA-SCS hanno messo a punto
un protocollo di analisi per rilevare la presenza di alcuni pato-
geni nel suolo. Per circostanziare la ricerca, & necessario che
gli agricoltori forniscano il maggior numero di informazione
agli analisti: colture precedentemente presenti sul terreno,
eventuali problematiche fitosanitarie rilevate, trattamenti e la-
vorazioni eseguite e coltura che si intende realizzare.

Il laboratorio fornisce tutte le informazioni necessarie
all’agricoltore per effettuare il campionamento del terreno
in azienda ed esegue le analisi sul campione conferito.
L'analisi prevede una omogeneizzazione del campione e
la sospensione di questo in una soluzione salina tampo-
nata. A seconda del patogeno ricercato, la soluzione viene
incubata su substrati specifici e a temperature controllate
e, dopo alcuni giorni, viene effettuata I'osservazione delle
colonie sviluppatesi in coltura.

Ad oggi, il protocollo & stato impiegato per la ricerca di
funghi della specie Fusarium oxysporum. Una volta indivi-
duate le colonie sospette, queste vengono saggiate su un
set di specie ospiti suscettibili e di interesse per il cliente
per poterne caratterizzare la forma specialis (e quindi il
suo ospite) e la patogenicita in vivo.

Il test viene eseguito inoculando piante sane con le co-
lonie sospette e osservando i sintomi tipici della malattia
sulla specie vegetale.

Con questo metodo, & stato possibile rilevare la presen-
za di Fusarium oxysporum f. sp. lactucae, agente della tra-
cheofusariosi della lattuga, e fornire una importantissima
informazione al produttore che ha potuto indirizzare la
sua scelta verso altre specie ortive non suscettibili al pa-
togeno e comunque compatibili con il suo impianto e le
esigenze commerciali di mercato.

Loredana Sigillo, Giovanna Serratore,
Gennaro Marino, Domenico Zito

Interventi di ricerca per I'innovazione della filiera della
rucola nella Piana del Sele

La coltivazione di rucola selvatica (Diplotaxis tenuifolia
(L.) DC.) in Italia rappresenta un settore in forte crescita;
in particolare, la Piana del Sele (provincia di Salerno) rap-
presenta il maggior polo produttivo nazionale e uno tra i
principali punti di riferimento nel mercato europeo.

1

A tale espansione, corrisponde tuttavia un carente sta-
to di ricerca ed innovazione; infatti, poche sono state le
energie investite in ambito scientifico e nel progresso di
filiera, con corrispondente scarso numero di pubblicazio-
ni prodotte e basso numero di brevetti e varietd commer-
cializzate.

Le ripercussioni di tale situazione iniziano a sentirsi
in virtt del contesto di relazioni contrattuali che impo-
ne ai produttori un continuo sforzo di adattamento per
soddisfare i requisiti di consumatori e clienti sempre pit
esigenti in un mercato basato sulla semplificazione di ap-
provvigionamento e trasformazione degli alimenti.

Al fine di contribuire allo sviluppo della filiera, il Cen-
tro di Ricerca per I'Orticoltura di Pontecagnano (ORT) el
Centro di Sperimentazione e certificazione delle sementi
di Battipaglia (SCS) (oggi confluiti nel CREA, Consiglio
per la ricerca in agricoltura e I’analisi dell’economia agra-
ria), in un partenariato pubblico-privato, hanno collabora-
to alla realizzazione al progetto sperimentale FISER.

Il progetto FISER “Innovazione e potenziamento della
filiera sementiera della rucola per la IV gamma” finanziato
dai Piani di Sviluppo Rurale, nell’ambito della program-
mazione Feasr 2007/2013, si & posto |'obiettivo di dare
delle risposte alle problematiche di settore con particolare
riferimento alle esigenze della Piana del Sele. Il progetto
& stato coordinato dal CREA-ORT e ha coinvolto diverse
professionalitd del CREA e due aziende private: La Semi-
orto Sementi di Sarno e |'azienda Capacchione di Bellizzi
(http://www.agricoltura.regione.campania.it/pubblicazio-
ni/pdf/Ortofrutticolo_print.pdf pp 43-52).

Le finalita previste dal progetto hanno riguardato quat-
tro obiettivi realizzativi:

a. selezione di nuove varieta
b. miglioramento qualitativo
c. studio delle problematiche fitopatologiche
d.istituzione di un registro varietale per la specie Diplota-
xis tenuifolia.
Al fine di selezionare nuove varieta, ¢ stato avviato un pro-
gramma di miglioramento genetico presso CREA-ORT di
Pontecagnano con lo scopo di individuare genotipi d’inte-
resse per diversi caratteri, mediante incroci diretti e sele-
zione mirata nell’ambito di popolazioni segreganti. Sono
state selezionate linee con diverso tipo di frastagliatura
fogliare (figura 4), portamento della pianta pit adatto alla
raccolta meccanica, tempi di fioritura tardivi e diversa at-
titudine all'accumulo dei nitrati.
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Figura 4. Frastagliatura della foglia in rucola selvatica

Si tratta di “breeding lines”, alcune in stato avanzato e
potenzialmente collocabili sul mercato, altre utilizzabili
come fonti per il trasferimento di caratteri utili nei pro-
grammi di miglioramento genetico.

Le maggiori difficolta riscontrate hanno riguardato da un
lato, la difficolta ad ottenere ibridi interspecifici, proble-
ma dovuto al diverso corredo cromosomico delle specie
di rucola; dall’altro, la difficoltd a trasferire i caratteri di
maggior interesse commerciale data la base genetica
complessa di questi. Inoltre con l'ausilio della genetica
molecolare sono stati identificati marcatori specifici in
grado di discriminare le diverse varietd disponibili e faci-
litare la selezione di queste. Alcuni di questi sono in fase
di validazione.

Il CREA-SCS si & occupato della caratterizzazione dei
materiali commerciali maggiormente diffusi nella Piana
del Sele. Il primo passo del lavoro si ¢ svolto in una in-
dagine di mercato tra aziende agricole e ditte sementiere
al fine di collezionare campioni dei materiali considerati,
al momento, maggiormente apprezzati dagli agricoltori.

La caratterizzazione ha riguardato aspetti morfologici e
taluni aspetti fisiologici, quali la resistenza a due tra i pa-
togeni maggiormente pericolosi per la coltura: il batterio
Xanthomonas campestris pv. campestris e il fungo Fusarium
oxysporum f. sp. raphani, ambedue trasmissibili per seme.

Una prima fase della ricerca ha riguardato la caratteriz-
zazione fisiologica e molecolare delle collezioni dei due
patogeni depositate presso il CREA-SCS, consentendo I'i-
dentificazione rigorosa dei due microrganismi.

|
12

Figura 5. Saggi di resistenza su Eruca sativa e su Diplotaxis tenuifolia

In una seconda fase di sperimentazione, le varieta com-
merciali di rucola sono state sottoposte a saggi di resi-
stenza in vivo, in condizioni standard, per evidenziare i
comportamenti di resistenza o suscettibilita alle due ma-
lattie (figura s5), nei materiali presenti sul mercato e delle
linee sviluppate dal CREA-ORT Eruca sativa e su Diplotaxis
spp.

Gli studi effettuati dall’intero gruppo di lavoro hanno
messo in luce interessanti risultati per quanto riguar-
da la presenza di resistenze a Fusarium sia nelle varieta
commerciali che nelle nuove linee mentre la resistenza al
batterio Xanthomonas & stata riscontrata solo in alcune
delle nuove linee sperimentali in fase di selezione presso
CREA-ORT.

| risultati ottenuti sono in fase di pubblicazione su ri-
viste scientifiche e gettano le basi per futuri programmi
di miglioramento suggerendo I'utilizzo di ulteriori meto-
dologie per i caratteri complessi cosi come un approccio
integrato per la gestione della coltura (pratiche agronomi-
che, concimazione, ecc).

| risultati del progetto FISER sono stati presentati nel
convegno finale “Presente e futuro nelle ortive per la
IV gamma” (http://www.crea.gov.it/wp-content/uplo-
ads/2015/09/convegno-17-09-15.pdf) svoltosi pressa la
struttura del CREA-ORT.

Pasquale Tripodi, Giovanna Serratore,
Loredana Sigillo
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a cura di Maria Losi
e Pier Giacomo Bianchi

Istituzione registro volontario di varieta di soia da
consumo alimentare fresco

Con Decreto MiPAAF 27 aprile 2016 (GU n. 114 del
17 maggio 2016) & stato istituito il registro volontario di
nuove varieta di soia (Glycine max (L.) Merrill) destinate
al consumo alimentare fresco. Tale istituzione ¢ risultata
necessaria considerando che alcune varieta di soia non
ricadono negli scopi previsti dalla direttiva 2002/57/CE
relativa alla commercializzazione di sementi di piante ole-
aginose e da fibra, avendo, invece, come prima destina-
zione il consumo alimentare fresco.

In riferimento, quindi, alla manifestazione di interesse
da parte di associazioni di categoria per le varieta di soia
destinate al consumo alimentare fresco, considerando
che la normativa europea non prevede un registro per det-
te varieta nelllambito del registro nazionale delle specie
ortive, & stato istituito apposito registro. | costitutori di
nuove varieta di soia per il consumo fresco potranno pre-
sentare domanda di iscrizione al registro nazionale tra-
mite le modalita di cui al decreto ministeriale 26 maggio
2015 (vedere Dal Seme 1/2016).

A seguito di richiesta, considerata la destinazione d'u-
so con Decreto MiPAAF 6 giugno 2016, due varieta di soia
precedentemente iscritte al registro nazionale delle specie
agrarie sono state iscritte al registro volontario di recente
istituzione.

Linee guida CPVO e UPOV per liscrizione ai registri delle
varieta: recepimento DIR. 2015/1168/UE

Con Decreto MiPAAF 17 marzo 2016 (GU n. 117 del 20
maggio 2016) & stata recepita la direttiva 2015/1168/UE
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2002/8/CE 11/10/2002 26/11/2002
2003/90/CE e 2003/91/CE 14/01/2004 04/02/2004
2005/91/CE 12/04/2006 03/05/2006
2006/127/CE 12/03/2007 30/03/2007
2007/48/CE e 2007/49/CE 25/10/2007 01/11/2007
2008/83/CE 16/09/2008 11/10/2008
2009/97/CE 12/11/2009 o1/o1/2010
2010/46/UE 19/10/2010 o1/o1/201
2011/68/EU 20/07/20m o1/01/2012
2012/8/EU 26/07/2012 o1/10/2012
2012/44/EU 22/04/2013 o1/01/2014
2013/57/EU 20/12/2013 01/07/2014
2014/105/EU 09/09/2015 01/01/2016
2015/1168/EU 17/03/2016 o1/07/2016

Corrispondenza tra le direttive comunitarie e i decreti ministeriali di

recepimento

della Commissione del 15 luglio 2015 (vedere dal Seme
n. 1/2016) con la quale & stato aggiornato I'elenco delle
linee guida CPVO (e UPOV) che devono essere impiega-
te per I'iscrizione delle varieta di specie agricole e ortive.
Le nuove linee guida o gli aggiornamenti delle preceden-
ti riguardano navone, pisello da foraggio, erba cipollina,
bietola da coste, zucca, pisello rugoso, pisello rotondo e
pisello dolce, ravanello, ramolaccio e scorzonera. | nuovi
protocolli sono entrati in vigore il 1° luglio 2016.

| protocolli CPVO sono reperibili all’indirizzo: www.
cpvo.europa.eu, quelli UPOV all'indirizzo www.upov.int

Orzo ibrido

Con Decreto MiPAAF 17 marzo 2016 (GU n. 117 del 20
maggio 2016) & stata recepita la direttiva di esecuzione
n. 2015/1955/UE della Commissione del 29 ottobre 2015
(Gazzetta Ufficiale UE L 284 del 30 ottobre 2015), che
modifica gli allegati | (condizioni cui deve soddisfare la
coltura) e Il (condizioni cui devono soddisfare le semen-
ti) della direttiva 66/402/CEE del Consiglio relativa alla
commercializzazione delle sementi di cereali, in relazione
all’introduzione di indicazioni per 'orzo ibrido.

A seguito del recepimento della direttiva, sono modifi-
cati gli allegati VI e VIl del DPR 8 ottobre 1973, n. 1065, nei
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quali sono introdotte specifiche tecniche per la tipologia
di orzo ibrido in relazione alla componente di controllo in
campo e di selezione meccanica.

In particolare, si segnala che le nuove disposizioni pre-
vedono che la produzione delle sementi certificate di orzo
ibrido possa essere effettuata in coltivazione mista me-
diante combinazione di un componente femminile ma-
schio-sterile e un componente maschile per ripristinare
la fertilita.

Provvedimenti nazionali sulle varieta vegetali

Decreto del Ministero delle Politiche
Agricole Alimentari e Forestali Tipo di prowvedimento

Cataloghi comuni delle varieta delle specie di ortaggi e di
piante agricole

Sono stati pubblicati sulla Gazzetta Ufficiale UE C 196
del 2 giugno 2016 e C 226 del 22 giugno 2016 rispettiva-
mente il quinto complemento alla 34° edizioni del Cata-
logo comune delle varieta delle specie di piante agricole
ed il quarto complemento alla 34* edizione del Catalogo
comune delle varieta delle specie di ortaggi.

GU Serie Generale

Specie interessate

18 Febbraio 2016 16A01940 Cancellazione Cereali a paglia e mais n.59 del 11-3-2016
18 Febbraio 2016 16A01986 Iscrizione Cereali a paglia n.6o del 12-3-2016
25 Febbraio 2016 16A02162 Rettifica decreto d’iscrizione Ortive n.65 del 18-3-2016
25 Febbraio 2016 16A02163 Iscrizione Ortive n.65 del 18-3-2016
2 Marzo 2016 16A02170 Iscrizione Colture industriali n.66 del 19-3-2016
7 Ottobre 2015 16A02457 Cancellazione Ortive n.74 del 30-3-2016
7 Ottobre 2015 16A02496 Iscrizione Ortive n.75 del 31-3-2016
7 Ottobre 2015 16A02498 Iscrizione Ortive n.75 del 31-3-2016
10 Marzo 2016 16A02497 Iscrizione Ortive n.75 del 31-3-2016
25 Marzo 2016 16A02640 fneet:icf::ﬁzj:;::: di rinnovo, cancellazione e proroga della com- Ortive n.81 del 742016
24 Marzo 2016 16A02639 Cancellazione Ortive n.81 del 7-4-2016

5 Aprile 2016 16A03052 Iscrizione Colture industriali n.92 del 20-4-2016
5 Aprile 2016 16A03053 Cancellazione Colture industriali n.92 del 20-4-2016
5 Aprile 2016 16A03061 Iscrizione Colture industriali n.93 del 21-4-2016
11 Aprile 2016 16A03130 Iscrizione Cereali a paglia e mais n.96 del 26-4-2016
11 Aprile 2016 16A03131 Variazione di denominazione Mais n.96 del 26-4-2016
5 Aprile 2016 16A03207 |Bettiﬁ_ca decreto di rinnovo, cancellazione e proroga di commercia- Foraggere n.97 del 27-4-2016

izzazione

5 Aprile 2016 16A03208 Iscrizione Colture industriali e mais n.97 del 27-4-2016
5 Aprile 2016 16A03214 Variazione del responsabile della conservazione in purezza Cereali a paglia n.98 del 28-4-2016
28 Aprile 2016 16A03836 Iscrizione Ortive n.117 del 20-5-2016
12 Maggio 2016 16A04118 Modifiche decreto d’iscrizione Colture industriali n.128 del 3-6-2016
20 Maggio 2016 16A04163 Iscrizione varieta’ nel registro nazionale dei portainnesti Portainnesto per ortive n.130 del 6-6-2016
30 Maggio 2016 16A04401 Iscrizione Ortive n.137 del 14-6-2016

| decreti che riguardano le variazioni al Registro Nazionale delle varieta agrarie e ortive vengono pubblicati dal Ministero delle Politiche Agricole Alimentari e Forestali sulla

Gazzetta Ufficiale Italiana.

Nella tabella vengono prese in considerazione le Gazzette Ufficiali che vanno dalla n. 59 del 11-3-2016 alla n. 144 del 22-6-2016 che hanno ufficializzato 22 provvedimenti, con

questi sono state:

- Iscritte 5 varieta di cereali a paglia, 11 di mais, 30 di colture industriali, 38 ortive, inoltre é stata iscritta 1 portainnesti;

- Cancellate 13 varieta di cereali a paglia, 8 di mais, 2 di colture industriali e 1 ortiva;
- Variata la responsabilita del conservatore in purezza di 7 cereali a paglia;
- Variata la denominazione di 1 mais.

Inoltre sono stati emanati 4 decreti che rettificano o modificano provvedimenti gia pubblicati.

[a cura di Marco Faina]
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Le conoscenze genomiche stanno cambiando il
miglioramento genetico del frumento

Il frumento ha un ruolo primario nell’alimentazione mondiale. Nell'ultimo decennio, grazie alla
genetica molecolare e alla genomica, sono stati identificati numerosi geni che controllano caratteri
fenotipici di rilevanza agronomica e sistemi avanzati di genotipizzazione con marcatori molecolari
hanno permesso lo sviluppo della marker assisted selection. Nei prossimi anni la disponibilita di una
sequenza genomica di elevata qualita consentira di raffinare ulteriormente le tecniche del migliora-
mento genetico

Delfina Barabaschi, Elisabetta Mazzucotelli, Stefano Delbono, Francesca Desiderio, Luigi Cattivelli

Genomic will boosts wheat breeding

Wheat has a primary role as a staple food for the world’s population. In the last decade thanks to progresses in molecular ge-
netics and genomics numerous genes and loci controlling traits of agronomic importance were identified. Advanced genotyping
systems using molecular markers have allowed the development of marker assisted selection. In the near future, the availability

of the high quality genome sequence will allow to further refine the techniques for wheat genetic improvement.

Il frumento & uno tra i cereali pit coltivati al mondo con
una produzione di circa 700 milioni di tonnellate/anno e
fornisce circa il 20% delle calorie e delle proteine necessa-
rie all'alimentazione umana.

In Italia, il frumento rappresenta una coltura tradizio-
nale coltivata gia prima della civiltd Romana, tutt'ora
estremamente diffusa con circa 600.000 ha di frumento
tenero ed oltre 1.200.000 ha di frumento duro per una
produzione di circa 3 e 4 milioni di tonnellate rispettiva-
mente (dati ISTAT). Ciononostante il Paese importa oltre
la meta del frumento tenero ed oltre un terzo del frumen-
to duro utilizzato dall'industria alimentare (http://www.
ismeaservizi.it/seminativi/cereali: tendenze — Frumento,
Nn.4/2015 — 11, 2015).

Il ruolo del frumento nell’alimentazione mondiale rende
questo cereale strategico per il futuro della societa uma-
na e, conseguentemente, molte risorse sono dedicate allo
studio delle basi genetiche che controllano i caratteri che
determinano la produzione, la qualita, la resistenza a ma-
lattie e I'adattamento alle mutevoli condizioni ambientali.

Il moderno miglioramento genetico, infatti, si basa
sempre pil sulla conoscenza dei geni e delle loro funzio-
ni, e 'avanzamento delle conoscenze genomiche rappre-
senta una delle priorita a livello mondiale per sostenere
il necessario incremento produttivo e qualitativo del fru-
mento.

Limpellente necessita di aumentare la produzione
mondiale di frumento attraverso il miglioramento geneti-
co e I'avanzamento delle tecniche agronomiche ha spinto
i Ministri dell’agricoltura del G20 a promuovere un’agen-
zia per il coordinamento mondiale della ricerca sul fru-
mento (Wheat Initiative, http://www.wheatinitiative.org/).

Il genoma del frumento

Il genoma del frumento & particolarmente grande, 12
miliardi di basi (Gb) quello del frumento duro e 17 Gb
quello del frumento tenero (per confronto il genoma del
riso & di 0,4 Gb). Inoltre, oltre '80% del genoma di fru-
mento & rappresentato da sequenze ripetute che, pur con-
tribuendo globalmente alla funzionalita del genoma, non
codificano per alcuna specifica funzione genica.

| frumenti si sono evoluti attraverso uno (frumento
duro) o due (frumento tenero) eventi di ibridazione in-
terspecifica che hanno condotto a piante tetraploidi (fru-
mento duro, genomi A e B) ed esaploidi (frumento tenero,
genomi A, B e D) caratterizzate dalla presenza di genomi
tra loro simili definiti piu correttamente “omeologhi” (Fi-
gura1).

La dimensione dei genomi, |la presenza di genomi ome-
ologhi e I'alto contenuto di sequenze ripetute rendono il
sequenziamento del genoma dei frumenti una sfida anco-
ra aperta. Nel 2014 & stata pubblicata una prima bozza del
genoma del frumento tenero (IWGSC, 2014) coordinata
dall’International Wheat Genome Sequencing Consor-
tium (http://www.wheatgenome.org/). Il progetto & stato
realizzato attraverso un sequenziamento parziale condot-
to su singoli bracci cromosomici purificati, mediante la
tecnica del flow sorting, a partire da linee aneuploidi (linee
aventi una variazione nel numero dei cromosomi, rispet-
to a quello che normalmente caratterizza le cellule di un
individuo della stessa specie). Lutilizzo di singoli bracci
cromosomici ha consentito di attribuire in modo certo i geni
a ciascun cromosoma evitando i problemi connessi con la
presenza di sequenze omeologhe. Attraverso questo lavo-

Consiglio per la ricerca in agricoltura e I'analisi dell’economia agraria (CREA), Centro di ricerca per la genomica vegetale, Fiorenzuola

d’Arda (PC) — luigi.cattivelli@crea.gov.it
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ro, nel frumento tenero sono stati iden-
tificati oltre 120.000 geni distribuiti sui
tre genomi, un numero di gran lunga
superiore a quello della maggior parte
delle specie coltivate che in genere han-
no tra i 30 ed i 50.000 geni.

Dopo la pubblicazione della prima boz-
za del genoma ¢ iniziato un lavoro volto
al completamento della sequenza del ge-
noma di frumento tenero che si prevede
di terminare entro il corrente anno. Paral-
lelamente sono in corso progetti interna-
zionali per il sequenziamento del genoma
del farro selvatico (il progenitore dei fru-
menti) e del frumento duro, quest’ultimo
con coordinamento italiano.

Tutti i progetti di sequenziamento dei
genomi fanno riferimento ad una speci-
fica varieta, Chinese Spring nel caso del
frumento tenero, e conseguentemente
non consentono di rivelare I'intera di-
versita genetica della specie. Per questo
motivo parallelamente al sequenzia-
mento si sviluppano progetti dedicati
all’identificazione di polimorfismi (mar-
catori molecolari) e/o al ri-sequenza-
mento di collezioni di germoplasma.

Per il frumento sono oggi disponibi-
li sistemi denominati array per I'analisi
contemporanea di decine o centinaia di
migliaia di marcatori SNP (Single Nu-
cleotide Polymorphism) che stanno ri-
voluzionando il modo con cui si analiz-
za la diversita genetica e si identificano
marcatori associati a geni utili. Il primo
SNP array dedicato al frumento & stato
prodotto da Illumina nel 2013 (Cavana-
gh et al.) con circa 9.000 SNP, segui-
to nel 2014 (Wang et al., a) da un array
contenente circa 90.000 SNP (Wheat
iSelect SNP array). Successivamente la
ditta Affimetrix ha reso disponibile due
SNP array con 35.000 o 800.000 SNP
di  frumento (http://www.affymetrix.

Il frumento deriva da specie ancestrali a seguito di eventi di

ibridazione

Aegilops tauschii
Genoma DD

\

Triticum urartu
Genoma AA

Progenitore dell’attuale
Aegilops speltoides
Genoma BB

Specie
ancestrali
diploidi

Triticum turgidum
Genoma AABB

Frumento tetraploide
progenitore del
frumento duro

[circa 500.000 annifa)

|

Triticum spelta
Genoma AABBDD
{Spelta, frumento vestito)

Frumento esaploide
progenitore del
frumento tenero
[circa B.000 anni fa)

Triticum dicoccoum
Genoma AABB

(Farro, frumento vestito)

Triticum;estiuum Tn‘t."cur:r durum
Genoma AABBDD Genoma AABB
(Frumento tenero) {Frumento duro)

17 Gh circa 125.000 geni 12 Gb circa 80.000 geni

Figura 1. Origine dei frumenti.

com/catalog/prod850001/AFFY/Axiom%26%23174%3B-
Wheat-Genotyping Arrays#1_1). Questi array seppur di-
segnati su frumento tenero, sono utilizzabili anche per

il frumento duro. Mentre I'uso di SNP array consente di
evidenziare le relazioni filogenetiche tra i genotipi analiz-
zati, un maggior dettaglio nella definizione delle differen-
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ze genetiche si pud ottenere tramite il ri-sequenziamento
di interi genomi, nel riso ed in altre specie questo lavoro
& gia stato fatto, mentre per il frumento questo sara uno
degli obbiettivi dei prossimi anni.

La conoscenza del genoma e I'uso dei marcatori molecola-
ri permettono di analizzare la diversita genetica, identificare
ed isolare geni responsabili di importanti caratteri agronomi-
ci, sviluppare programmi di selezione genomica o, piti sem-
plicemente di selezionare mediante marcatori molecolari.

Identificazione di geni per i principali caratteri

Moltissimi lavori sono stati condotti in frumento per
identificare marcatori molecolari associati a specifici ca-
ratteri quantitativi o qualitativi (per una visione comples-
siva dei dati disponibili si pud fare riferimento a http://
shigen.nig.ac.jp/wheat/komugi/genes/symbolClassList.
jsp; http://wheat.pw.usda.gov/GG3/), tuttavia solo in pochi
casi si & giunti sino all’isolamento dei geni responsabili dei
caratteri. Ad oggi, poco pili di 30 geni che controllano carat-
teri rilevanti per qualita, produttivita, resistenza a malattie,
adattamento all’ambiente sono stati clonati in frumento.

La qualita dei prodotti alimentari a base di frumento &
connessa alla composizione delle proteine di riserva del
seme (glutine), all’attivita della polifenolossidasi (PPO) e
della lipossigenasi (LOX), al contenuto di carotenoidi (il
pigmento giallo della farina e della semola), alla durezza
della cariosside, e alle proprieta dell’amido. Nel comples-
so per questi caratteri sono stati clonati 16 loci con 62
diverse varianti alleliche.

La quantita e la struttura delle proteine contenute nella
cariosside del grano sono i fattori principali che determi-
nano Iattitudine delle farine e delle semole a produrre
pane e pasta di buona qualita.

Da queste proteine dipende anche il valore dietetico
e nutrizionale del frumento. Le proteine della cariosside
con maggiore impatto sulle caratteristiche qualitative del
grano sono le prolamine (proteine di riserva) ed alcune
“proteine solubili” legate all’lamido. Le prolamine inclu-
dono le gliadine e le glutenine che rappresentano circa
I’80% delle proteine totali del seme e formano il glutine,
una massa proteica elastica, appiccicosa e traslucida re-
sponsabile in larga misura delle proprieta reologiche degli
impasti ottenuti dal macinato di grano e della qualita pa-
nificatoria e pastificatoria.

La caratterizzazione genetica e molecolare delle prola-
mine realizzata nell’ultimo decennio dello scorso secolo

|
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ha avuto un grande impatto nel miglioramento genetico
delle proprieta viscoelastiche delle farine e delle semole di
grano. Le glutenine a loro volta si dividono in due gruppi
principali: la sub-unita ad alto peso molecolare (HMW-
GS, codificata dal gene Glu-1 sul braccio lungo dei cromo-
somi del gruppo di omeologia 1) e la sub-unita a basso
peso molecolare (LMW-GS, codificata dal gene Glu-3 sul
braccio corto del medesimo gruppo) (Luo et al., 2007).

La composizione della glutenina, soprattutto quella
della frazione HMW-GS, conferisce resistenza, elasticita
ed estensibilita del glutine. La variazione allelica del gene
per la HMW-GS & strettamente associata alla qualita del
prodotto finale nel frumento tenero.

Anche il pigmento giallo della granella & un importante pa-
rametro qualitativo sia nel frumento tenero che nel frumento
duro, e richiede livelli specifici differenti. Esso si risolve nel
colore del semolino a sua volta correlato al colore della pasta
nel frumento duro, e del pane nel frumento tenero. | con-
sumatori tradizionalmente associano il colore giallo brillante
della pasta ad una pil elevata qualita, mentre per il pane &
preferibile un colore che va dal bianco al color crema.

| carotenoidi sono i principali componenti del pigmento
giallo: essi vengono sintetizzati attraverso un complesso
processo che coinvolge piti di 10 enzimi, e tra questi la
Fitoene Sintasi (PSY) & considerato un fattore chiave, li-
mitando la velocita di sintesi dei carotenoidi. Diversi geni
PSY sono stati identificati in frumento, ma ¢ il gene Psy1
localizzato sul gruppo omeologo 7 ad essere associato al
contenuto di pigmento giallo (Wang et al., 2009).

La durezza della cariosside & controllata dal locus Ha
localizzato sul braccio corto del cromosoma 5D codifican-
te proteine solubili coinvolte nella definizione della tessi-
tura della cariosside (Puroindoline a e b, e Grain Softness
Protein) con importanti effetti sulla resa in macinazione,
sulle caratteristiche reologiche delle farine e conseguen-
temente sulla qualita pastificatoria e panificatoria (Morris
et al., 2002). Il frumento tenero con cariosside dura (noto
anche come grano hard) richiede piti acqua e un tempo
doppio di condizionamento prima della macinazione ri-
spetto al frumento tenero con cariosside soffice e farinosa
(soft). Inoltre la farina del frumento “hard” ha un assorbi-
mento idrico pili elevato. Le varieta di grano duro hanno
sempre cariossidi particolarmente dure.

Per quanto riguarda i caratteri di importanza agronomi-
ca, ad oggi sono stati clonati 12 loci con 22 alleli. Essi com-
prendono |'altezza della pianta, la risposta al fotoperiodo, il
peso della granella e la tolleranza agli stress abiotici.
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| geni del semi-nanismo Rht-B1b (Rht1) e Rht-D1b (Rht2)
largamente presenti nelle varietd commerciali riducono I'al-
tezza della pianta, aumentano I'harvest index (rapporto tra
il peso dei semi e della biomassa totale), migliorano la resi-
stenza all’allettamento, e di conseguenza aumentano la resa.

L'adattamento delle varieta di frumento tenero alle di-
verse condizioni ambientali & largamente influenzata dal
periodo di fioritura, principalmente determinato da tre
gruppi di geni: geni che controllano la risposta al fotope-
riodo (Ppd), geni della vernalizzazione (Vin) e geni legati
alla velocita dello sviluppo (Yang et al., 2009).

Durante la passata decade, sono stati clonati diversi
geni per la resistenza alle malattie del frumento (Liu et al.,
2012). Tra questi, di grande rilievo il locus Pm3 per la resi-
stenza all’oidio, il locus Lr34/Yr18/Pm38 per la resistenza
alla ruggine bruna, la ruggine gialla e I'oidio, e il gene Sr33
che conferisce resistenza a diverse razze di ruggine nera
incluso un ceppo di fungo particolarmente aggressivo che
minaccia fortemente la sicurezza alimentare, denominato
Uggg (Periyannan et al., 2013).

Marker Assisted Selection in frumento

Lutilizzo combinato di metodi di breeding classico, ba-
sato sulla selezione visiva seguita da specifici test fenotipi-
ci, con le conoscenze genomiche e la bioinformatica offre
nuove opportunita per accelerare lo sviluppo di varieta di
frumento piti performanti e con specifici tratti qualitativi.

Ad oggi infatti, la selezione di specifici caratteri pud es-
sere accelerata e semplificata grazie alla Marker Assisted
Selection (MAS o selezione assistita con marcatori mole-
colari), nella quale marcatori molecolari associati a geni di
interesse vengono usati per selezionare le migliori combi-
nazioni geniche nelle generazioni segreganti. Con questa
tecnica & possibile seguire la segregazione dei singoli geni
introdotti attraverso incroci nel processo di miglioramen-
to genetico tramite un approccio che & indipendente dal-
le condizioni ambientali, e dalla presenza o meno delle
malattie, nel caso, ad esempio, in cui si stia seguendo un
gene di resistenza. Inoltre la MAS pud aumentare I'accu-
ratezza del miglioramento genetico permettendo la se-
lezione di un carattere basandosi su una singola pianta,
facilitando la selezione e la fissazione contemporanea di
diversi geni, permettendo la selezione di geni recessivi e
dominanti senza ricorrere a caratterizzazione fenotipica
ad ogni generazione e massimizzando o minimizzando la
diversita dei parentali scelti per I'incrocio.

-
(=]

Limpiego della MAS in frumento & stato a lungo tempo
limitato dalla mancanza di marcatori molecolari e di siste-
mi di genotipizzazione efficienti ed economicamente con-
venienti. Oggi questi problemi sono definitivamente risolti
ed esistono diverse tecnologie di genotipizzazione ad ele-
vata processivita e basso costo. In presenza di geni isolati
& possibile sviluppare marcatori funzionali, capaci di discri-
minare in modo accurato gli alleli per un determinato gene.
Tali marcatori sono ideali per la MAS e ad oggi ne sono stati
sviluppati 97 che consentono di identificare 93 alleli basati
sulle sequenze dei geni che in gran parte fanno riferimento
ai geni descritti nel paragrafo precedente.

La MAS in frumento & oggi ampiamente utilizzata per se-

Figura 2. La MAS in frumento viene utilizzata per selezionare ca-
ratteri qualitativi, resistenza a malattie, caratteri di natura agro-
nomica
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ni: gialla, bruna, nera Lr34/¥r8/Pm38, Uggg

oidio Pm3, Lr34/Yr18/Pm38

lezionare caratteri qualitativi, resistenze a malattie inclusa
la fusariosi della spiga che causa I'accumulo di micotossi-
ne, e svariati caratteri di natura agronomica (Tabella 1). |
marcatori associati a geni di resistenza alle malattie sono
quelli pit diffusamente utilizzati. Ad esempio, nel caso del-
la ruggine bruna sono noti piti di 60 tra geni e loci che con-
feriscono resistenza. Molti di questi geni conferiscono resi-
stenze razza specifica che nel corso di alcuni anni possono
essere superate da nuove razze del patogeno. Per ottenere
nuove varieta con buoni livelli di protezione contro I'eleva-
ta pressione della malattia, & quindi necessario utilizzare
complessi genici capaci di conferire resistenza contro molti
patotipi dello stesso patogeno, rallentando la progressione
della malattia (slow rusting genes).

Lr34 (Singh et al., 2003) e Lr46 (Martinez et al., 2001)
fanno parte di questa categoria: essi infatti forniscono
una resistenza durevole e non specifica alla ruggine bruna
anche se il loro effetto & minore rispetto ai geni razza-
specifici. L'introgressione di Lr34 nelle varieta coltivate &
particolarmente interessante in quanto nello stesso locus
sono presenti altri geni che conferiscono resistenza ad al-
tri patogeni, in particolare: Yr18 che conferisce resistenza
alla ruggine gialla nella pianta adulta, Pm38 attivo nella re-
sistenza all’oidio e Ltn1 che conferisce resistenza alla ne-
crosi della punta della foglia (Krattinger et al., 2009). Una

Jiang et al. 2011, Su et al. 2011, Ma et al. 2012

Lagudah et al. 2009, Periyannan et al. 2013

Tommasini et al. 2006, Lagudah et al. 2009

Tabella 1. Principali geni clonati in frumento e per i quali sono disponibili marcatori localizzati
all’interno dei geni capaci di identificare i diversi alleli.

|
19

simile associazione & stata osserva-
ta anche per Lr46 e Yr29, anch’essi
slow rusting genes per le ruggini bru-
na e gialla.

E anche possibile utilizzare slow
rusting genes a complemento di quelli
razza specifici. Inoltre, la disponibili-
ta di numerosi marcatori associati a
tali geni facilita di gran lunga il pro-
cesso di piramidizzazione, ovvero il
processo di combinazione simulta-
nea di piti geni in un singolo genoti-
po, al fine di sviluppare una resisten-
za duratura efficace verso un ampio
spettro di razze del patogeno.

Informazioni aggiornate sui mar-
catori disponibili in frumento e sui
protocolli per il loro utilizzo sono
disponibili al sito: http://maswheat.
ucdavis.edu/.

roux and Morris 1997

al. 2009

al. 2011, Yan et al. 2006

Le prospettive

La genomica sta rivoluzionando le tecniche del miglio-
ramento genetico. Anche nel frumento, seppur pil lenta-
mente di altre specie a causa della complessita del suo
genoma, le conoscenze genomiche stanno entrando nella
selezione varietale. La disponibilita del genoma favorira
I'isolamento di molti altri geni utili per i quali verranno
resi disponibili i corrispondenti marcatori.

La MAS & ormai routinaria almeno nelle grandi industrie
sementiere e nell'immediato futuro la grande disponibili-
ta di marcatori molecolari a basso costo aprira la strada
alla selezione genomica, ovvero la selezione delle piante
migliori basata sulla misura del loro potenziale genetico
(Bassi et al. 2016), dando un ulteriore accelerazione al la-
voro di miglioramento genetico di questa importantissi-
ma specie coltivata.
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Ibridi di orzo: problematiche e realizzazioni

Awviate oltre mezzo secolo fa, le ricerche sullo sfruttamento dell'eterosi solo recentemente hanno
portato alla diffusione di ibridi commerciali. Tale realizzazione é stata resa possibile dallimpiego di
una maschio-sterilita genetico-citoplasmatica e di idonee tecniche di produzione del seme ibrido.
L'affermazione di queste costituzioni dipendera, oltre che dall'entita dell'espressione eterotica, dall'a-
dozione di specifiche tecniche agronomiche.

Enrico Noli, Sergio Conti

Barley hybrids: issues and achievements

The success of hybrid varieties depends on the economic advantages achievable with them compared to traditional varieties,
and on the availability of a cost-effective mechanism to promote cross-pollination, a crucial aspect in a strictly autogamous spe-
cies such as barley. A genetic male-sterility system, based on the use of a balanced tertiary trisomic (BTT), was initially adopted,
even though on a limited scale, but it was abandoned after a few years due to the high cost for parent reproduction. A more
suitable system, relying on a genetic-cytoplasmic male-sterility derived from a wild barley accession, was later implemented,
making seed production reliable and competitive and therefore allowing the spread of hybrids in several European countries.
These achievements were also possible by applying the strategy of “mix planting” parental lines in hybrid seed production fields
in order to attain a high level of hybridization. On the legislative side, however, the adoption of this solution required the lowe-
ring of genetic purity standards for certified seed. Hybrid varieties can be superior to pure lines in terms of yield, yield stability

and resistance to biotic and abiotic stresses, provided that suitable agronomic techniques are applied.

Il successo commerciale delle varieta ibride dipende
dai vantaggi economici conseguibili dagli agricoltori e
dalle ditte sementiere, rispetto alle tradizionali cultivar.

Per il loro impiego & pregiudiziale la rispondenza ad
una serie di esigenze che includono, da un lato, la mag-
giore produttivita, stabilita della resa, resistenza agli
stress biotici ed abiotici rispetto alle varieta tradizionali,
dall'altro la disponibilita di sistemi biologici e tecnici per
una produzione sementiera economicamente sostenibile.

Quest'ultimo aspetto & cruciale per una specie come
I'orzo, dato il sistema riproduttivo strettamente autoga-
mo, le alte densita di semina della coltura e il valore mo-
desto della PLV, che richiedono la produzione di elevate
quantita di seme F1 a prezzi contenuti.

D’altra parte, le ragioni dell'interesse dell'industria se-
mentiera per questo tipo di costituzione sono ovvie data
la non convenienza, per gli agricoltori, del reimpiego di
seme aziendale (Longin et al.,2012).

L'aspetto preliminare da risolvere per rendere persegui-
bile un tale obiettivo riguarda la disponibilita di sistemi ef-
ficaci per il controllo della fecondazione incrociata, men-
tre la convenienza dell'impiego degli ibridi dipendera dal
rapporto tra incremento della PLV con essi ottenibile e au-
mento dei costi del seme rispetto alle cultivar tradizionali.

Controllo della sterilita pollinica

L'elevata autogamia della specie rende imprescindibile
la disponibilita di linee parentali portaseme con efficien-
ti sistemi di sterilita maschile per prevenire |'autofecon-
dazione, di procedure idonee alla moltiplicazione dei

maschio-sterili (m-sterili), di un grado elevato di impol-
linazione incrociata e di una completa ristorazione della
fertilita nella generazione F1.

La prima segnalazione di un gene nucleare recessivo
per la m-sterilita in orzo si deve a Suneson (1940); I'a-
spetto problematico del suo impiego, come di numerosi
altri geni simili, deriva dalla riproduzione dello stock m-
sterile (ms/ms), possibile attraverso I'incrocio con una
linea isogenica eterozigote (Ms/ms) da cui tuttavia si
ottiene una popolazione segregante costituita per meta
da m-fertili.

La loro eliminazione, da effettuarsi in fase precedente
la fioritura, sarebbe economicamente possibile se il gene
per la m-sterilita fosse strettamente linked ad un gene re-
cessivo (r) per la resistenza ad un fitocida; i segreganti
m-fertili sensibili (Ms-R/ms-r) verrebbero in tal modo eli-
minati con il trattamento e i restanti sterili (ms-r/ms-r) rap-
presenterebbero il portaseme dell’ibrido (Fig. 1).

Un approccio di questo tipo & quello descritto da Wiebe
(1960) che ha proposto come fitocida il DDT, assumendo
la possibilita di reperire nella variabilita naturale della spe-
cie, o costruire con procedure citogenetiche, uno stretto
linkage tra geni per |a sterilita pollinica e per la resistenza.
La messa al bando del DDT, oltre all'insufficiente livello di
linkage trovato (Wiebe, 1964), hanno tuttavia reso impra-
ticabile la proposta.

Ramage (1965), propose I'uso di un sistema trisomico
terziario bilanciato (BTT) in cui la m-sterilita & controllata
da un gene recessivo (ms) ed il mantenimento della linea
portaseme & permesso dalla presenza dell’allele dominan-
te per la m-fertilita (Ms) sito in un cromosoma sopran-
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Portaseme:

50%  Ms-R/ms-r
m-fertile sensibile,
eliminato con fitocida

50%  ms-r/ms-r
m-sterile resistente

Impollinante:

100% Ms /Ms
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Figura 1. Ipotesi di preparazione di un ibrido commerciale con
I'utilizzo della maschio-sterilita nucleare linked ad un marcatore
per la resistenza recessiva ad un fitocida. Per non danneggiare
con il trattamento fitocida le file dell'impollinante sarebbe neces-
saria la loro schermatura o I'uso di una linea resistente (Ms-r/
Ms-r).

numerario; quest’ultimo, ottenuto per traslocazione, &
costituito da due frammenti di cromosomi non omologhi
(trisomico terziario), in uno dei quali, strettamente linked
al punto di giunzione, & posto l'allele Ms (Fig. 2).

A seguito della meiosi il BTT forma tre tipi di gameti
femminili: aploidi ms (circa 70%), aneuploidi Ms/ms (cir-
ca 30%) e in misura trascurabile (<1%) aneuploidi ms/
ms, mentre non si formano gameti aploidi vitali Ms per
deficienza cromosomica del soprannumerario; i rapporti
tra le tre classi genotipiche funzionali derivano dalla di-
sgiunzione preferenziale dei due cromosomi normali e
dalla minore possibilita di trasmissione del cromosoma
soprannumerario.

| gameti maschili, a loro volta, sono solo aploidi ms poi-
ché i cromosomi soprannumerari non sono trasmessi per
via maschile. Pertanto con I'autofecondazione si ottengono
essenzialmente due classi di segreganti: per il 70% ms/ms
(m-sterili) e per il 30% ms/ms/Ms (BTT, m-fertili). Le piante
trisomiche, caratterizzate da minor vigore, maggiore tardi-
vita e capacita competitiva inferiore rispetto alle diploidi,
possono essere precocemente distinte, in fase di plantula,
per la forma della foglia piti lunga e stretta (Ramage, 1983).

La riproduzione del BTT pud, pertanto, essere realiz-
zata in coltura a bassa densita di semina provvedendo
tempestivamente all’eliminazione manuale dei diploidi;
nella produzione dell’ibrido commerciale, al contrario, il
portaseme & coltivato a densita di semina superiori che
favoriscono la competizione tra le due classi determinan-
do I'eliminazione quasi totale delle piante trisomiche m-
fertili.
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I limiti di tale sistema derivano dai costi molto eleva-
ti, in fase di riproduzione del BTT, per I'eliminazione dei
tipi diploidi, la cui identificazione non & sempre agevole
nei materiali pili vigorosi. Ibridi commerciali ottenuti con
la tecnica BTT hanno avuto diffusione in Arizona, anche
se su superfici molto limitate (12.000-20.000 ha/anno);
facevano infatti difetto a quelle costituzioni la resistenza
all’allettamento e alla Claviceps purpurea. Dal 1978, con
I'introduzione di nuove cultivar omozigoti a bassa taglia,
elevata produttivita e resistenti all’allettamento, gli ibridi
di orzo sono spariti dal mercato sementiero (Ramage,
1983).

Nonostante molti problemi connessi con l'impiego
del BTT siano stati risolti, 'esperienza acquisita con nu-
merose colture indica come piti facilmente gestibili altri
sistemi, e soprattutto la m-sterilita a controllo genetico-
citoplasmatico (CMS).

Seguendo una linea di ricerca gia percorsa con succes-
so per il frumento in Giappone e negli USA (Noli e Con-
ti, 2016), una procedura per I'ottenimento di sistemi di
sterilita pollinica e ristorazione della m-fertilita consiste
nella sostituzione del citoplasma della specie coltivata
con altro di origine diversa e nel reperimento, all’interno
di quest’ultima, dei geni ristoratori. Schooler (1967) ot-
tenne, a seguito di una serie di incroci interspecifici, una
m-sterilita alloplasmica indotta dal citoplasma di Hor-
deum jubatum L. non utilizzabile, tuttavia, per gli effetti
negativi sulle caratteristiche agronomiche e per la man-
canza di geni ristoratori. Risultati positivi sono stati, al
contrario, ottenuti da Ahokas (1979) con una accessione
di Hordeum vulgare ssp. spontaneum (progenitore selva-
tico dell’orzo coltivato; Fig. 3), originaria dell’alta Gali-
lea (Israele), risultata una fonte di citoplasma m-sterile
(denominata msm1) priva di effetti negativi sulla fertilita
femminile e sui caratteri agronomici, e provvista di un
gene dominante ristoratore (Rfm1a). Una seconda fon-
te di m-sterilita citoplasmatica ¢ stata individuata dallo
stesso autore (Ahokas, 1982) in una diversa accessione
di H. spontaneum proveniente dalle pianure costiere me-
ridionali di Israele.

Nonostante la disponibilita di una CMS efficace e pil
idonea alla produzione sementiera rispetto ai precedenti
sistemi, non vi & stato un interesse alla realizzazione di
costituzioni ibride da parte delle istituzioni di ricerca pub-
bliche USA (Miihleisen et al.,2013).

Nel 1994 un breeder della New Farm Crops, Ltd. (ora
Syngenta Seed) awvid in modo sistematico lo sviluppo di
ibridi inserendo questo sistema CMS in materiale geneti-
co europeo di tipo tetrastico. Il primo ibrido commerciale
cosi ottenuto & stato rilasciato nel UK nel 2002; diversi
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Trisomico terziario o gm
bilanciato (BTT)

Gametogenesi

Gameti 6 =100% siluppo svlluppo non vitale
lento lento

Gameti 9 70% 30% <1% nen vitale

Autofecondazione

Progenie Hms Ems gms gms gM
autofecondata

=70% =30%
maschiosterile maschiofertile

- H'"SHWQMS Trisomico Terziario Bilanciato (BTT)
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Figura 2. Utilizzo di un sistema trisomico terziario bilanciato (BTT). A) La gametogenesi femminile produce gameti aploidi (=70%) e
gameti disomici con cromosoma soprannumerario traslocato (=30%); i gameti disomici primari sono molto rari (<1%) e quelli mono-
somici con cromosoma traslocato non sono vitali. La gametogenesi maschile produce quasi esclusivamente gameti aploidi normali,
mentre i gameti disomici anomali non contribuiscono alla fecondazione. B) Mantenimento del BTT e produzione dell’ibrido: in semina
rada & possibile individuare ed eliminare i maschiosterili diploidi sulla base della dimensione delle foglie, mentre in semina a densita
normale per la produzione dell’ibrido commerciale i BTT sono eliminati dalla competizione del maschiosterile.
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Figura 3. Hordeum vulgare ssp. spontaneum, particolare della spiga (foto
Sara Milner).

altri ne sono quindi seguiti fino a raggiungere, nel 2012 in
Europa, una superficie coltivata di oltre 200.000 ha, con-
centrati soprattutto in Germania, Francia e UK (Longin et
al.,2012); in ltalia la superficie coltivata con ibridi si aggira
attualmente sui 18.000 ha.

Tecnica di produzione sementiera

Un aspetto di rilevante importanza per una produzione
di ibridi a costi relativamente contenuti & rappresentato
dalla quantita di seme ottenibile in fase di ibridazione.

Il sistema riproduttivo dell’orzo &, infatti, caratteriz-
zato da meccanismi morfo-fisiologici atti a favorire |'au-
tofecondazione: fiori ermafroditi, deiscenza delle antere
antecedente o coincidente con |'apertura dei fiori, scarso
sviluppo degli stigmi e delle antere con limitata produzio-
ne di polline.

Una stretta autogamia si riscontra nelle varieta pri-
maverili a prevalente cleistogamia (fecondazione a fiore
chiuso), mentre nei tipi invernali la fecondazione a fiore
aperto pud permettere una limitata allogamia. Il succes-
so dell'ibridazione su portasemi m-sterili dipende dalla
quantita di polline prodotto e dalla sua dispersione nello
spazio, dalla durata dell’antesi dell'impollinante, dalla vi-
talita del polline (Parzies et al.,2005) e dalla durata della
recettivita degli stigmi del portaseme.

Sono favorevoli all’ibridazione un’ampia divaricazione
delle glumelle, cosi come la dimensione ed il grado di
estrusione degli stigmi e delle antere, caratteri influenza-
ti sia da fattori genetici che ambientali (Abdel-Ghani et
al.,2005). La notevole variabilita genetica tra livelli di fe-
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condazione incrociata riscontrabile in letteratura (Hayes,
1968; Campbell e Kasha, 1981; Scholz e Kiinzel, 1982) in-
dica la possibilita di migliorare, con la selezione, il grado
di allogamia agendo sia su linee parentali portaseme che
impollinanti (Foster e Fothergill, 1982).

La scarsa dispersione del polline, tuttavia, richiedereb-
be nei campi di ibridazione, in cui le linee parentali sono
coltivate in strisce alternate, rapporti tra superfici dedica-
te all'impollinante e al portaseme piuttosto alti, con con-
seguente limitata produzione areica di seme ibrido.

Una soluzione atta a favorire I'ibridazione, e quindi a
limitarne i costi, consiste nella semina di un miscuglio
di seme delle linee parentali (“mixed planting”) secondo
rapporti idonei a rendere massima la produzione di seme
F1, riducendo quanto pil possibile, nel prodotto finale,
la presenza di seme proveniente da autofecondazione
dell'impollinante.

Al riguardo, Syngenta prevede miscugli tra piante por-
taseme e impollinanti dell’ordine del 95% e 5%, rispetti-
vamente (http://www.canbar6.usask.ca/files/32_Phillips2.
pdf). La tecnica, gia utilizzata nella produzione di ibridi di
segale, presenta due vantaggi rispetto alla semina a strisce
separate: maggiore produzione areica, dovuta alla riduzio-
ne della superficie destinata all'impollinante, e piu alti livelli
di impollinazione incrociata, conseguente alla stretta con-
tiguita tra piante delle linee parentali (Kempe e Gils, 2011).
Rispetto alla segale, specie allogama, I'orzo & al riguardo
svantaggiato dalla minore produzione di polline, mentre &
avvantaggiato dalla minore dimensione del granulo pollini-
co che ne favorisce la dispersione nello spazio circostante.

Sono comunque rilevanti, ai fini di un esito positivo, la
scelta di un impollinante di taglia superiore al portaseme
e la sincronia di fioritura delle linee parentali (Australian
Government, 2008).

| lotti di seme ibrido di orzo ottenuti con la tecnica
“mixed planting” generalmente contengono meno del
10% di seme derivante da autofecondazione dell’im-
pollinante, anche se in particolari condizioni atmosfe-
riche in fase di fioritura tale limite potrebbe essere
superato.

Considerata la problematicita della produzione di seme
ibrido con questa tecnica, la Commissione Europea, te-
nuto conto degli aspetti positivi connessi con I'impiego
di varieta ibride, con direttiva del 29/10/2015, a modifi-
ca di quanto espresso nella precedente direttiva 66/402/
CEE, ha fissato come purezza varietale minima, per ibridi
di orzo ottenuti con CMS, I'85%. Questa direttiva & stata
recepita ed & entrata in vigore nel nostro Paese il 1° luglio
2016.

Leliminazione post-raccolta del seme contaminan-
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te sarebbe possibile utilizzando attrezzature idonee a
riconoscerlo e a separarlo; al riguardo va citato un pro-
cedimento brevettato (http://www.google.com/patents/
W02012038350A1°cl=en&hl=it) basato sul riconoscimen-
to di differenze rilevabili tramite I'uso della luce dell’infra-
rosso vicino.

Caratteristiche degli ibridi

Se da un lato il contenimento del prezzo del seme, at-
traverso I'adozione di opportuni procedimenti produttivi,
& una condizione indispensabile per un impiego delle va-
rieta ibride, il loro successo commerciale derivera dall’ef-
fettiva superiorita agronomica nei confronti delle tradizio-
nali varieta omozigoti.

Elemento fondamentale al riguardo & rappresentato
dall’entita dell’eterosi, espressa rispetto alla migliore li-
nea parentale o alla migliore varieta diffusa sul mercato
(eterosi commerciale) oltre ad altri aspetti quali la stabi-
lita fenotipica, in particolare negli ambienti marginali, e
la maggiore facilita di accumulo nell’ibrido di alleli domi-
nanti favorevoli.

Piuttosto numerose sono state, negli anni compresi tra
il 1940 e il 1980, le indagini sperimentali volte a indaga-
re 'espressione dell’eterosi in orzo, anche se non molto
probanti per trarre conclusioni circa I'opportunita di svi-
luppare ibridi commerciali.

La scarsa disponibilita di seme, ottenuto tramite labo-
riose ibridazioni manuali, ha reso infatti problematica la
sperimentazione in tal senso, condotta generalmente su
poche combinazioni di incrocio, in pochi ambienti, in par-
celle molto piccole e su piante molto spaziate.

| risultati emersi, pur se talvolta contradditori, hanno
evidenziato, in diversi casi (dati riassunti da Hayes, 1968
e Ramage,1983), significativi incrementi produttivi rispet-
to alle linee pure parentali. La componente della resa che
in queste situazioni ha mostrato effetti dell’eterosi piu ri-
levanti & stata I'accestimento, carattere la cui espressione
¢ favorita da condizioni di scarsa fittezza. In condizioni
di competizione simili a quelle adottate in coltura per le
cultivar tradizionali, il vantaggio produttivo pu risultare,
in pratica, assente (Severson e Rasmusson, 1968).

Lestrinsecazione della maggiore potenzialita si ma-
nifesta, in genere, negli ambienti piu siccitosi (Einfeldt
et al.,2005) e con minori apporti di fertilizzante azotato
(Conti e Ferraresi, 1972); al riguardo & da rilevare che ele-
vate piovosita e disponibilita di azoto favoriscono I'alletta-
mento, caratteristica negativa espressa in maggior misu-
ra nelle costituzioni ibride, anche a causa della maggiore
altezza della pianta.
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In una pit recente indagine (Miihleisen et al.,2013)
condotta in 15 ambienti, con fittezze di semina appro-
priate per costituzioni ibride o tradizionali, e su un ampio
campione di ibridi sperimentali, linee parentali e controlli
commerciali, I'incremento produttivo dei primi rispetto al
migliore genitore & stato in media pari al 9,2%, con un
ambito di variazione compreso tra -1,7 € 18,3 %.

Leterosi commerciale media, riferita alla migliore va-
rieta di controllo & stata pari al 2,7%, con un minimo
di -5,2 ed un massimo del 7,6 %; si tratta di vantaggi
piuttosto modesti se raffrontati a quelli conseguibili in
altre colture allogame. Va comunque ricordato che le
strategie di sviluppo di linee pure commerciali fino ad
ora perseguite, volte ad accumulare in poche varieta
geni favorevoli provenienti da materiali di origine diver-
sa, hanno inevitabilmente ridotto la distanza genetica
tra linee elite e di conseguenza il livello di eterozigosi
degli ibridi derivanti.

In futuro, risultati di maggiore interesse potranno esse-
re ottenuti adottando strategie idonee allo sviluppo di pa-
rentali geneticamente diversificati; in una tale prospettiva,
notevoli vantaggi potrebbero derivare dall'utilizzo, in fase
di costituzione delle popolazioni di base e nel successivo
intervento selettivo, di marcatori molecolari.

Vanno d’altra parte sottolineati, tra gli aspetti positivi
delle varieta ibride, la piu elevata resistenza alle avversita
biotiche, derivante dalla possibilita di accumulare in esse
un maggior numero di alleli dominanti per la resistenza, e
la maggiore stabilita fenotipica. In particolare, quest’ulti-
ma & stata evidenziata in orzo in un confronto, realizzato
in 5 localita, tra ibridi a 2 e 3 vie e linee parentali (Muhlei-
sen et al.,2014)

Considerati i maggiori costi per I'ottenimento di seme
ibrido, e di conseguenza il suo piu alto prezzo di merca-
to, risulta di primaria importanza, per un esito economi-
camente positivo della coltivazione, I'adozione di basse
densita di semina.

Al riguardo, un aspetto positivo di queste costituzioni
& rappresentato dall’elevata capacita di accestimento che
ne permette semine relativamente rade: circa 150-200
semi/m2 anziché 300-350 come previsto in genere per le
cultivar omozigoti.

L'impiego di una minore quantita di seme richiede, tut-
tavia, condizioni del letto di semina e climatiche idonee
a garantire un’elevata emergenza oltre all’applicazione di
tecniche agronomiche (epoca di semina, dose e modalita
di concimazione azotata) atte a favorire una rapida coper-
tura fogliare del terreno (Blandino et al.,2015).
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Marcatori molecolari e protocolli di analisi varietale
delle sementi: nuovi sviluppi

L'impiego di marcatori molecolari, affiancato ai tradizionali descrittori morfologici, contribuisce ad
una piu efficace caratterizzazione delle nuove varieta e offre nuove possibilita per I'analisi delle se-
menti. Larticolo illustra tre casi nei quali protocolli di analisi molecolare sono stati adottati ufficial-
mente per l'iscrizione di nuove varieta o per la verifica dell'identita varietale in laboratorio

Lorella Andreani, Chiara Delogu, Rita Zecchinelli

Molecular markers and variety testing: new development

The article presents three cases of implementation of protocols based on molecular markers (microsatellites, SSR) for variety
testing in the framework of new varieties registration and of seed quality evaluation. New protocols adopted in Italy for listing
soybean varieties and for characterizing new hybrids to be included in the national catalogue of rice varieties are discussed. The
inclusion in the ISTA Rules of a molecular method for variety testing in wheat is also presented, as an example of the adoption

of DNA based techniques in the daily work of a seed testing laboratory.

Nel corso di questi ultimi anni, la rapida evoluzione del-
le tecniche molecolari ha permesso per molte specie I'ot-
tenimento di mappe genetiche dettagliate e lo sviluppo
di marcatori molecolari, utilizzati sia nel miglioramento
genetico che in studi di caratterizzazione genetica.

A partire dagli anni 8o, diversi marcatori molecolari
sono stati applicati allo studio delle varieta di specie ve-
getali, partendo dagli RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) fino ad arrivare ai microsatelliti SSR
(Simple Sequence Repeats) e agli SNP (Single Nucleotide
Polymorphism). Inoltre, a partire da tempi pil recenti,
I'innovazione tecnologica legata alle tecniche di sequen-
ziamento ha permesso di sequenziare interi genomi in
tempi rapidi, con un impegno di risorse economiche rela-
tivamente ridotto e con risultati un tempo insperati.

| programmi di breeding per lo sviluppo di nuove va-
rietd vegetali utilizzano questa grande quantita di nuove
conoscenze per meglio comprendere e gestire I'espres-
sione genica di tratti di interesse agronomico. | processi
di miglioramento genetico si sono cosi notevolmente ac-
celerati, garantendo uno sviluppo varietale vivace e conti-
nuo, soprattutto per specie importanti dal punto di vista
economico, quali mais, cereali, pomodoro.

In questo contesto, in grande evoluzione, non perdono
significato né la procedura di iscrizione delle nuove varie-
ta ai Registri Nazionali né I'iter della certificazione delle
sementi, che anzi rimangono pilastri fondamentali per
garantire le caratteristiche necessarie perché una nuova
varietd rappresenti davvero un miglioramento e per ren-
dere disponibili all’agricoltore sementi di elevata qualita,
innanzitutto genetica.

Il valore di una semente & infatti strettamente correlato
al suo patrimonio genetico e si esprime tramite le carat-
teristiche morfo-fisiologiche e tecnologiche tipiche di cia-
scuna varieta.

In base ad una definizione spesso utilizzata, una varieta
¢ la minore delle unita sistematiche del mondo vegetale e
pud essere definita come un raggruppamento tassonomi-
co in cui le piante che ne fanno parte sono tutte uguali (o
molto simili) tra loro e diverse (o comunque distinguibili)
da tutte le altre.

In particolare, una varietd per poter essere iscritta nel
Registro Nazionale delle varietad e successivamente cer-
tificata e commercializzata deve distinguersi nettamente
per uno o pili caratteri importanti da qualsiasi altra va-
rietd nota; questi caratteri si debbono poter riconoscere
e descrivere con precisione. Inoltre, una varieta deve es-
sere uniforme, stabile, cioé mantenere le proprie caratte-
ristiche genetiche nel corso dei diversi cicli riproduttivi e
possedere un valore agronomico o di utilizzazione sod-
disfacente, apportando un miglioramento per la coltiva-
zione, per la gestione dei raccolti o I'impiego dei prodotti
ottenuti.

Le analisi varietali: stato dell’arte

Tradizionalmente le varieta vengono descritte e valutate
sulla base di caratteri morfofisiologici, a cui si aggiungo-
no alcuni marcatori biochimici come gli isoenzimi per la
verifica della formula degli ibridi di mais e girasole e le
proteine di riserva del seme per descrivere le varieta di
frumento tenero, duro e orzo.

Nel corso degli ultimi anni, UPOV (International Union
for the Protection of New Variety of Plants) ha riconosciu-
to la possibilita di utilizzare marcatori di tipo molecolare
per la gestione delle collezioni di riferimento, per la rile-
vazione di caratteri specifici e per la descrizione varieta-
le a complemento dei caratteri morfo-fisiologici (UPOV/
INF/17/10) del 2010 e UPOV/TGP/15/1® del 2013). L'im-
piego dei marcatori molecolari & argomento di grande in-

CREA-SCS Sede di Tavazzano — Laboratorio — lorella.andreani@crea.gov.it
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teresse anche per altre organizzazioni internazionali del
settore sementiero (es. ISTA — International Seed Testing
Association; OCSE — Organization for Economic Co-opera-
tion and Development).

Diversi sono i marcatori molecolari sviluppati in ambi-
to scientifico, ma solo alcuni presentano le caratteristiche
adatte allo sviluppo di un protocollo per la caratterizzazio-
ne varietale (UPOV/ INF/17/1).

Tra questi possono essere senz'altro citati i cosiddet-
ti microsatelliti o SSR (Single Sequence Repeats). Que-
ste regioni del DNA sono caratterizzate dalla presen-
za di brevi sequenze nucleotidiche costituite da due o
pit basi ripetute consecutivamente (es: ATATATATAT;
CGTCGTCGTCGT). Gli individui analizzati possono di-
stinguersi tra loro per il diverso numero di ripetizioni che
compongono tali sequenze.

Ogni microsatellite pud essere interpretato come un
locus genico i cui alleli sono costituiti da frammenti di
diversa misura proporzionata al numero di ripetizioni nu-
cleotidiche.

Questi marcatori sono distribuiti nell'intero genoma
degli eucarioti, sono altamente polimorfici, indipendenti
dalle condizioni ambientali e rilevabili attraverso 'applica-
zione di tecniche consolidate (PCR ed elettroforesi).

Il loro utilizzo per lo studio della variabilita genetica &
ampiamente documentato per numerose specie vegetali
tra cui anche molte di interesse agricolo.

Grazie alle loro caratteristiche, gli SSR permettono di
identificare i diversi alleli ad un singolo locus, di cataloga-
re le accessioni di una specie, di creare un database di dati
molecolari affiancabili ai dati morfologici rilevati in cam-
po. | microsatelliti, inoltre, sono marcatori codominanti e,
permettendo il riconoscimento degli individui omozigoti
ed eterozigoti, consentono anche la valutazione della ge-
nealogia degli ibridi rispetto alle loro linee parentali.

Qualsiasi sia lo scopo dell’analisi, per le proprie veri-
fiche il laboratorio deve scegliere numero e tipologia di
marcatori SSR; questa scelta deve tener conto di alcuni
fattori:
elevato grado di polimorfismo rilevabile in varieta op-
portunamente scelte e rappresentative del germopla-
sma impiegato nel miglioramento genetico per la costi-
tuzione delle nuove varietd;
numero di alleli presenti ad ogni locus SSR;
buona distribuzione nel genoma, mediamente un mar-
catore SSR per cromosoma;
presenza di alleli rilevabili senza ambiguita;
condizioni di amplificazione comuni (ad es. stessa tem-
peratura di annealing) tali da consentire I'allestimento

|
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di saggi PCR multiplex allo scopo di ottimizzare tempi

di lavoro e costi;

« dimensione degli alleli tale da permettere la corsa elet-
troforetica in contemporanea di piti marcatori, anche
grazie all'utilizzo di primer con differenti marcature
fluorescenti.

Proprio grazie alla disponibilita di marcatori SSR dotati
dei requisiti appena citati, la tecnologia pud ritenersi ma-
tura per I'impiego da parte dei laboratori di analisi delle
sementi e numerose sono le iniziative mirate alla messa a
punto e alla validazione di protocolli standardizzati.
La strada da compiere parte dalla selezione in bibliografia
di un ampio pool di marcatori, prescelti sulla base dei cri-
teri cui si & gia accennato, dei materiali su cui sono stati
utilizzati e della loro affinitd con le varietd di interesse,
della qualita scientifica della ricerca. Il pool deve essere
testato su campioni puri, di cui sia nota I'identita, rappre-
sentanti quanto pili possibile la platea delle varieta sulle
quali si intende applicare il protocollo in corso di defini-
zione. A seconda delle specie, questa platea pud essere
piti o meno vasta e anche in questo caso ci si pud trovare
nella necessita di operare una scelta. E infatti necessario
rappresentare quanto pit possibile la variabilita genetica,
includendo varieta geneticamente distanti fra di loro, ma
¢ anche necessario verificare il potere discriminatorio dei
marcatori e, pertanto, dovranno essere saggiate anche va-
rieta simili fra loro, dotate di comune base genetica.

Con la sperimentazione in-house vengono cosi definiti i

marcatori migliori da includere nel protocollo e vengono

stabilite le condizioni ottimali di analisi, sulla base di evi-
denze sperimentali che dimostrino I'affidabilita del risul-
tato della prova e la sua ripetibilita.

A seconda delle finalita che ci si prefigge, potra poi se-
guire un comparative test di validazione del metodo, in
particolare necessario quando si debba valutare il para-
metro della riproducibilita.

In ambito nazionale, in particolare allo scopo di valuta-
re la formula degli ibridi, i marcatori molecolari sono stati
inseriti nei “Criteri e procedure tecniche per I'iscrizione al
Registro Nazionale di varieta di riso”, revisionati di recen-
te (Decreto MiPAAF 25 febbraio 2014).

Interessante anche il caso soia, specie per la quale i
nuovi criteri per I'iscrizione delle varieta al Registro Nazio-
nale sono in fase avanzata di definizione ed includeranno
- accanto alla tradizionale descrizione morfofisiologica -
anche la descrizione del profilo molecolare derivante da
un set di marcatori SSR appositamente identificato.

Si registrano novita anche a livello internazionale e in
particolare in ambito ISTA.
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Un gruppo di lavoro costituito nell’ambito del Comitato
Tecnico Varieta ha lavorato nel corso degli ultimi anni sul-
la caratterizzazione molecolare di diverse specie.

Il primo risultato tangibile & stato raggiunto nel corso
dell’ultimo meeting generale dell’associazione (Tallinn,
Estonia, giugno 2016), con I'approvazione di un nuovo
metodo di analisi varietale in frumento tenero e duro,
metodo che impiega marcatori microsatelliti e che, dopo
aver superato con successo uno studio di validazione
inter-laboratorio, entrera in vigore con il 1 gennaio 2017.

| tre casi, a cui si & appena accennato, sono descritti
nelle pagine che seguono.

RISO: un protocollo di analisi molecolare per le nuove
varieta ibride

Nel corso degli ultimi anni si & proceduto all’aggiorna-
mento dei criteri e delle procedure tecniche per I'iscrizio-
ne al Registro Nazionale delle varieta di riso e contestual-
mente sono state inserite alcune disposizioni particolari

Foto 1. Una risaia in provincia di Vercelli (foto Luigi Tamborini)
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per I'iscrizione delle varieta ibride, introducendo per que-
sta finalita I'utilizzo di tecniche molecolari.

La caratterizzazione degli ibridi di riso e I'identificazio-
ne delle relazioni genetiche con i loro parentali basata sui
caratteri morfofisiologici e agronomici & complessa e puo
essere condotta valutando solo pochi caratteri, spesso in-
fluenzati da fattori ambientali. Al fine di superare queste
difficolta, presso il laboratorio CREA-SCS di Tavazzano
(LO) ¢ stato pertanto affrontato uno studio per la messa
a punto di un protocollo tecnico che consentisse di corre-
lare in modo certo le varieta ibride con i propri parentali.

Per Oryza spp. sono disponibili in letteratura numerosi
casi di studio e un ampio database pubblico (www.grame-
ne.org) a cui si & fatto riferimento per I'individuazione del
gruppo di SSR da utilizzare nella procedura di iscrizione al
Registro nazionale delle varieta.

Materiali e metodi

Le analisi sono state condotte su 25 varieta di riferimen-
to opportunamente scelte, sufficientemente
rappresentative del panorama varietale italiano
ed utilizzate come varieta testimoni nelle prove
descrittive per la valutazione dei caratteri morfo-
fisiologici (DUS Test).

Nella prova sono stati incluse anche 2 varieta
ibride con i relativi parentali e 3 varieta con pro-
fili di amplificazione noti.

Per ciascun campione il DNA & stato estratto
utilizzando il metodo C-TAB a partire da 10 gio-
vani piante (plantule di 10 giorni), I'amplificazio-
ne dei frammenti di interesse & stata realizzata
utilizzando primer fluorescenti in un volume di
reazione pari a 10pl contenente PCR buffer 1X,
MgCl. 2,5 mM, dNTPS 0,1 mM, Primer F/R 0,1
pPM e o,5U Taq DNA Polymerasi (Invitrogen). Le
reazioni di amplificazione sono state realizzate
impiegando un termociclatore (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystem) secondo il se-
guente profilo termico: 94°C per 3 minuti seguiti
da 35 cicli (94°C per 45", 56°C per 30", 72°C per
1'e 30”), 72°C per 20'.

| prodotti di PCR sono stati separati me-
diante elettroforesi capillare per mezzo di un
sequenziatore (3500 Genetic Analizer, Applied
Biosystem) e grazie al confronto con i tre profili
varietali noti si & valutata la corrispondenza dei
prodotti di amplificazione ottenuti.
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Per la messa a punto del protocollo sono stati selezio-
nati inizialmente 28 SSR. Grazie ai risultati ottenuti dall’a-
nalisi di questo pool di marcatori si & proceduto ad una
ulteriore selezione, eliminando i marcatori monomorfici
e quelli con profili elettroforetici di difficile rilevazione. In
seguito a questa selezione sono stati scelti 12 SSR (uno
per cromosoma) in grado di discriminare le 28 varieta (ta-
bella 7).

1

RM24 167181 (GA),,
RM475 2 182-222 (TATC),
RM338 3 174 (CTT),
RM252 4 166-214 (CT)‘g
RM164 5 234-320 (GT)‘E'I'F(GT)4
RM253 6 97-143 (GA),
RM336 7 140-200 (CTT),4
RM44 8 88-126 (GA),¢
RM219 9 180-222 ((:T)'7
RM215 9 147-155 (€T,
RM202 n 155-183 (€M,
RM235 12 86-134 (CT)}4

Tabella 1. Set di microsatelliti inclusi nel protocollo riso
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Risultati

Per tutti i campioni estratti sono stati ottenuti frammen-
ti di amplificazione di misura compresa nell’'intervallo at-
teso. In particolare per le varietd note, & stato possibile
verificare la corrispondenza tra i profili descritti in banca
dati (www.gramene.org) e quelli effettivamente ottenuti.

Questo ha permesso di verificare I'adeguatezza della
procedura utilizzata e la conseguente robustezza del me-
todo.

Dalla amplificazione dei 12 loci scelti, sono stati ot-
tenuti 62 alleli differenti con un PIC (Polymorphic Index
Content) variabile da un valore minimo di 0,2 ad un va-
lore massimo di 0,78. E stato quindi possibile identifi-
care in modo univoco ciascuno dei 34 genotipi inclusi
nell’analisi e cioé le 25 varieta italiane, le 3 varieta con
profilo noto e i 2 ibridi con i rispettivi parentali. Nel caso
specifico degli ibridi, ben 5 dei microsatelliti esaminati
(RM24, RM259, RM252, RM241 RM334) hanno mostrato
un profilo diverso in almeno uno dei due parentali, ren-
dendo quindi possibile la verifica delle rispettive formule
e la differenziazione dei due ibridi (un esempio & rappre-
sentato in foto 2).

Il protocollo & stato pubblicato sulla Gazzetta Ufficiale
n. 91 del 18 aprile 2014 (Decreto del MiPAAF 25.02.2014).
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Foto 2. Esempio di profilo molecolare ottenuto da 2 marcatori SSR in

eterozigote
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Foto 3. Pianta di soia a maturazione (foto CREA-SCS)

SOIA: la superiore efficienza dei marcatori molecolari
rispetto ai marcatori biochimici

Il laboratorio SCS di Tavazzano ha collaborato alla defi-
nizione dei nuovi criteri per I'iscrizione delle nuove varieta
al Registro Nazionale per la specie soia. In questo ambito,
il laboratorio ha innanzitutto effettuato una prova prelimi-
nare, con la quale si & messa a confronto I'efficienza dei
marcatori biochimici (isoenzimi presenti nel protocollo
UPOV UPOV/TG/80/6/1998) e dei marcatori molecola-
ri (set di 12 microsatelliti) per la descrizione delle nuove
varieta di soia. A questo scopo, sono state esaminate con
entrambe le tecniche otto varieta testimoni utilizzate nel-
la prova descrittiva morfofisiologica: Luna, Aires, Nikko,
PRgIM10, Taira, Atlantic, Ascasubi, Regir. Nella valuta-
zione dei due metodi sono stati presi in considerazione
diversi fattori.

« Polimorfismo: la capacita di discriminazione dei marcatori
molecolari (SSR) & maggiore rispetto a quella dei marcato-
ri biochimici (isoenzimi); solo grazie ai primi, ogni varieta
analizzata ha presentato un profilo genetico unico.

Esecuzione: il protocollo UPOV/TG/80/6/1998 risulta
particolarmente datato, la rilevazione di alcuni profili
enzimatici prevede I'impiego di reagenti di non facile
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reperibilitd e altamente tossici anche per inalazione,
fattore questo non trascurabile anche perché le colora-
zioni enzimatiche vengono fatte in stufa a 37°C; il pro-
tocollo molecolare non presenta queste problematiche.
Costi: il costo medio per campione nel caso dell'impie-
go dei marcatori biochimici & superiore di circa il 25%
rispetto all'impiego dei marcatori molecolari perché &
pit complesso e comporta 'uso di molti reagenti, di
costo elevato.

Possibilita di automazione: I'analisi con marcatori mo-
lecolari pud essere automatizzata nelle diverse fasi,
dall’estrazione del DNA all’allestimento della PCR, con
ulteriore riduzione dei tempi e dei costi.

A seguito di queste considerazioni e per promuovere un
rinnovamento tecnico delle prove DUS, l'introduzione
delle tecniche molecolari per la caratterizzazione delle
nuove varieta di soia & apparsa una scelta opportuna e
vantaggiosa.

La sperimentazione presso il laboratorio SCS & prose-
guita con la finalita di completare i risultati gia ottenuti
con la prova preliminare.

Per quanto riguarda la soia, sono disponibili in lettera-
tura numerosi casi di studio e un ampio database pubbli-
co (http://www.soybase.org/tools.php) a cui si & attinto
per I'individuazione di un set pitt ampio di marcatori.

Sono stati quindi scelti 51 marcatori SSR, testati su
12 varieta, rappresentative del panorama commercia-
le italiano e opportunamente scelte in base alla classe
di precocita e alla loro genealogia. | dati ottenuti sono
stati registrati e successivamente rielaborati grazie
all'utilizzo di software specifici per la valutazione del-
le distanze genetiche (Felsenstein, J.; Peakall, R and
Smouse P.E.).

Dai risultati ottenuti sono stati selezionati 20 marcatori
che hanno mostrato caratteristiche ideali per poter essere
utilizzati nella descrizione delle varieta di soia in iscrizione:
elevato grado di polimorfismo (numero di alleli rilevabili
per ogni locus SSR);
buona distribuzione nel genoma, un marcatore per cia-
scun cromosoma;
presenza di alleli rilevabili senza ambiguita;
condizioni di amplificazione tali da consentire I'allesti-
mento di saggi PCR multiplex allo scopo di ottimizzare
tempi di lavoro e costi.

Sulla base di questi risultati & stata proposta la procedura
di analisi sintetizzata nel box di seguito. Questa procedu-
ra sara parte dei nuovi criteri per I'iscrizione al Registro
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Iscrizione al registro di nuove varieta di
soia: procedura di analisi molecolare
(breve sintesi della procedura in corso di
approvazione)

Scopo e applicazione

Scopo della prova é la descrizione del profilo moleco-
lare delle nuove varieta di soia in corso di iscrizione al
Registro Nazionale. Il profilo molecolare si ottiene dalla
combinazione di 20 microsatelliti, ben distribuiti nel ge-
noma e caratterizzati da elevato livello di polimorfismo.

L'analisi viene eseguita in entrambi gli anni di prova.
Nel caso in cui la varieta venga iscritta eseguendo un uni-
co anno di prova ufficiale, il costitutore dovra comunica-
re il protocollo analitico utilizzato e il profilo molecolare
ottenuto.

Il profilo molecolare ¢ incluso nella scheda descrittiva
delle nuove varieta, a complemento della caratterizzazio-
ne morfofisiologica.

Campione di analisi

L'analisi & condotta su 16 individui singoli. In caso di
disomogeneita anche per un solo locus SSR vengono ana-
lizzati ulteriori 8 individui.

Nel caso di un campione costituito da 24 individui, &
ammesso un numero massimo di 2 fuori tipo.

Al secondo anno di prova, I'analisi & ripetuta sul nuovo
campione di seme inviato, come necessario per confer-
mare la stabilita genetica del materiale.

Nazionale delle varieta di soia, attualmente in fase di ap-
provazione.

Poiché i protocolli di analisi sono strettamente legati al
tipo di attrezzatura di cui si dispone, la procedura lascia
ampio grado di liberta sulla modalita di realizzazione del-
le prove, fermo restando I'obbligo ad utilizzare il set di
marcatori prefissato e ad includere nelle prove le varieta
testimoni a profilo noto che verranno indicate.

L'impiego congiunto di marcatori di peso molecolare e
di varietd a profilo atteso consentira la valutazione della
qualita delle amplificazioni ottenute in ciascuna analisi e
la ripetibilita delle misure dei frammenti per ogni marca-
tore nei due anni di prova.

| profili molecolari consentiranno di completare la descri-
zione della varieta, in aggiunta ai dati morfofisiologici. | risul-
tati ottenuti in entrambi gli anni di prova saranno conservati
in un database del laboratorio CREA-SCS di Tavazzano (LO).

|
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Materiali e metodi
| 20 marcatori microsatelliti e le loro caratteristiche
sono elencati in tabella 2; I'impiego dei 20 marcatori &

obbligatorio.
Estrazione degli acidi nucleici: suggerito il metodo C-
TAB (. In alternativa, possono essere utilizzati kit com-

merciali di estrazione.

Reazione di amplificazione e sistemi di rilevazione: &
possibile il ricorso a strumentazioni e protocolli analitici
diversi.

Riconoscimento degli alleli codificati dai marcatori SSR:
& raccomandato I'impiego di marcatori di peso molecola-
re adeguati al sistema di elettroforesi adottato e di varieta
a profilo noto e atteso.

Espressione del risultato

Per ogni marcatore, il risultato dell’amplificazione &
espresso in paia di basi. La descrizione del profilo moleco-
lare della varieta & rappresentato dall’insieme delle misure
ottenute per 'intero set di marcatori.

o1

Satt129 180-200 (AAT)25
Satt216 02 150-180 (ATT)20
Satt152 03 210-240 (ATA)21
AW277661 o4 210-230 (TAT)23
Satts45 o5 190-210 (TTA)24
Satt277 06 100-120 (TTA)13
Satt68o o7 350-400 (ATT)48
Satt177 o8 110-120 3bp
Satt349 09 190-210 (AAT)10
Satt345 10 120-160 (ATT)27
Satt1g97 n 180-200 (ATT)20
Satt3s3 12 150-170 (TTA)7
Satt114 13 70-100 (AAT)17
Satts77 14 170-180 (ATT)12
Satt691 15 170-200 (ATTh7
Satt249 16 240-270 (AAT)20
Satt186 17 170-180 (ATT)19
Satt115 18 130-150 (TAT)18
Satt229 19 290-310 (AAT)22
Satt614 20 270-310 (TTA)38

Tabella 2. Set di microsatelliti inclusi nel protocollo soia
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Foto 4. Esempio di profilo molecolare di 3 varieta di soia, ottenuto dall’amplificazione di 5 marcatori SSR.
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FRUMENTO: ISTA adotta il Semi Performance Based
Approach (SPBA)

In ambito internazionale, anche ISTA (International
Seed Testing Association) sta svolgendo un ampio lavoro
per la valutazione e I'adozione di metodiche di biologia
molecolare per le analisi delle sementi in diverse specie
(frumento, soia, mais, riso).

La valutazione della qualita delle sementi & I'ambito
specifico di interesse per questa associazione e, in questo
contesto, gli aspetti genetici rappresentano una compo-
nente molto importante.

Tra le attivita piu significative svolte da ISTA, va ricor-
data la pubblicazione delle International Rules for Seed Te-
sting, che includono metodi di campionamento e analisi
delle sementi. Questi metodi sono il risultato di un pro-
cesso di validazione che vede partecipare numerosi labo-
ratori, esperti nel particolare settore e localizzati in diversi
paesi del mondo.

Per le analisi di tipo tradizionale, le norme ISTA descri-
vono il metodo di analisi in tutti i suoi dettagli. Nel caso
di metodologie di piti recente introduzione, si pongono
perd nuove problemi. Le tecnologie di analisi molecolare,
ad esempio, sono in continua evoluzione e si avvalgono
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Foto 5. Fuori tipo in una coltura di frumento da seme
(foto CREA-SCS)

di strumentazioni diverse, che comportano I'adozione di
protocolli specifici. Questo rende impossibile sposare
un’unica metodologia, anche in considerazione del fatto
che ISTA opera in campo internazionale e si rivolge a nu-
merosi laboratori, ciascuno con la propria dotazione e la
propria organizzazione.

Nel caso specifico delle analisi varietali, la procedura
di validazione del metodo & stata quindi affrontata con
una modalita alternativa, che ha portato all’adozione del
cosiddetto Semi Performance Based Approach (SPBA).

Con questo approccio “semi-performance”, il laborato-
rio & libero di scegliere alcune componenti del metodo di
analisi, sempre che il metodo prescelto sia stato validato
internamente per le finalita cui & destinato, dimostrando
di rispettare determinati criteri di qualita. In aggiunta a
queste componenti, il laboratorio & tenuto ad adottarne
altre che invece hanno carattere prescrittivo.

Sulla base della scelta strategica del Semi Performance
Based Approach, nel corso degli ultimi anni ISTA ha con-
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dotto diversi test di comparazione con la finalita di se-
lezionare un numero minimo di marcatori microsatelliti
utili per I'identificazione varietale in frumento tenero e
duro. Un totale di 7 laboratori di diversi paesi (Canada,
Italia, Francia, Austria e Argentina) ha partecipato in uno
o piu cicli, i marcatori utilizzati sono stati di volta in vol-
ta valutati, con sostituzione di quelli risultati non adatti e
scelta dei migliori, lo spettro delle varieta testate si & via
via allargato.

Globalmente, con questo studio si & analizzato il profi-
lo molecolare di 84 varieta rappresentative del panorama
varietale in Triticum a livello mondiale e si sono testati 17
marcatori, precedentemente citati in bibliografia.

| risultati ottenuti sono stati valutati statisticamente e
I'esito di questa valutazione fa parte di un rapporto molto
dettagliato.

Lesito positivo dello studio di validazione ha portato
all’approvazione del nuovo metodo di analisi varietale in
frumento tenero e duro che sara pubblicato e entrera in
vigore con il 1 gennaio 2017.

Questo metodo prevedera |'utilizzo obbligatorio di 8
marcatori SSR e la possibilita di ricorrere facoltativamente
ad un secondo gruppo di 6 SSR per ottenere una maggior
capacita discriminatoria.

Ulteriori marcatori di comprovata affidabilita potranno
ancora essere inseriti nell’analisi, in relazione alla proble-
matica analitica cui il laboratorio & chiamato a rispondere.

Il nuovo metodo ISTA include anche utili suggerimenti
per le fasi di estrazione del DNA, amplificazione, separa-
zione dei frammenti e valutazione dei risultati.

Conclusioni

Lutilizzo di marcatori molecolari quali i microsatelliti
& ormai una realtd. In un prossimo futuro assisteremo
senz'altro ad ulteriori sviluppi, con I'utilizzo di altri mar-
catori, quali gli SNP (Single Nucleotide Polymorphism) che
gia sono utilizzati da alcuni laboratori, sino ad arrivare al
sequenziamento dell’'intero genoma delle varieta oggetto
di caratterizzazione.

L'uso di queste tecniche ¢ destinato ad allargarsi rapida-
mente anche per la valutazione dei requisiti delle varieta
e della qualita delle sementi, ma per questi impieghi & ne-
cessario concludere con successo studi di validazione e di
armonizzazione dei protocolli. Solo con questo presup-
posto, I'impiego delle nuove metodiche molecolari pud
superare i confini della ricerca ed entrare a pieno titolo nei
laboratori di analisi.
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Le nuove vie del miglioramento genetico delle piante
agroalimentari: dalle tecnologie di breeding cisgenico a
quelle di editing genomico

| progressi compiuti nel sequenziamento dei genomi hanno permesso I'avanzamento delle conoscen-
ze sulla funzione di molti geni chiave, portando allo sviluppo di nuove biotecnologie per il migliora-
mento genetico delle specie agro-alimentari. Tra queste il breeding cisgenico e I'editing genomico
sono le piti promettenti e presentano le potenzialita per intensificare |'agricoltura sostenibile e imple-
mentare la sicurezza alimentare, in un'epoca caratterizzata da forte aumento demografico e rapidi
cambiamenti climatici

Gianni Barcaccia, Margherita Lucchin

The new ways for the genetic improvement of agrifood plants: from cisgenic breeding to genomic editing technologies
Advances in genome sequencing have led to the rapid development of new biotechnologies for the genetic improvement of
crop plants. Among the new biotechnological tools, the most promising are cisgenic breeding and genomic editing, which have
great potentials for the intensification of sustainable agriculture systems and the implementation of food security, in response
to the growing population and the climate change that we are witnessing. Contrary to what happens with transgenesis, the
plant genetically modified by these new technologies has the peculiarity of not having exogenous coding DNA and therefore it
is not distinguishable from plants improved using traditional plant breeding schemes. Our goal is to explain how these new bio-
technologies work, highlighting the potential applications and drawbacks, compared to traditional plant breeding techniques.

Le sfide che attendono I'agricoltura nei prossimi anni
sono tante: la crescente quantitd di risorse alimentari
necessarie per far fronte all'aumento demografico, i re-
pentini cambiamenti climatici che si riflettono nell’innal-
zamento costante della temperatura terrestre causando
problemi come I'aumento della siccita e della salinita dei
suoli, la richiesta di prodotti di qualita e tante altre ancora.

E facile prevedere che I'agricoltura avra un forte impat-
to sull’ambiente, provocando uno sfruttamento sempre
pit ampio delle risorse naturali e influendo sul rilascio di
ingenti quantita di prodotti di scarto derivanti dalle attivi-
ta umane. Il miglioramento genetico delle piante di uso
agro-alimentare dovra portare alla costituzione di varieta
in grado di rispondere a queste nuove esigenze.

Con I'obiettivo di soddisfare le richieste della popola-
zione e allo stesso tempo di garantire una produzione
efficiente ed ecologicamente sostenibile, negli ultimi anni
sono state sviluppate nuove biotecnologie come alternati-
va alla transgenesi, e tra queste le piti promettenti appaio-
no il breeding basato su intragenesi o cisgenesi e I'editing
genomico.

Biotecnologie sostenibili: dalla transgenesi alla intragenesi
e cisgenesi

A seguito delle preoccupazioni della pubblica opinio-
ne riguardanti la sicurezza delle colture transgeniche, di
recente sono state sviluppate nuove tecnologie per il mi-

glioramento genetico, alternative e migliorative rispetto
alla transgenesi, quali I'intragenesi e la cisgenesi che ga-
rantiscono successi considerevoli soprattutto per quanto
riguarda i caratteri monogenici.

A differenza della transgenesi, che si basa sul trasfe-
rimento di uno o pil geni esogeni provenienti da spe-
cie diversa o anche da regno diverso (ricorrendo ad un
transgene tipicamente chimerico), la cisgenesi prevede il
trasferimento di uno o pili cisgeni ovvero geni nativi con
le proprie sequenze regolatrici, e nel normale orientamen-
to, tra organismi appartenenti alla stessa specie o anche a
specie diverse, ma affini e sessualmente compatibili. Inol-
tre, la sequenza codificante del gene trasferito contiene i
propri introni e la sua espressione & sotto il controllo del
proprio promotore e terminatore. Il termine “cisgenesi”
& stato coniato nel 2006 da Schouten, Krens e Jacobsen.

Diversamente dalle piante ottenute da breeding con-
venzionale, una pianta cisgenica contiene esclusivamente
il gene o i geni di interesse del donatore e nessun altro
elemento genetico indesiderato. L'intragenesi & un caso
particolare poiché gli intrageni sono geni chimerici, in cui
la sequenza codificante del gene impiegato nel trasferi-
mento, che non include introni ma prevede la sola pre-
senza di esoni, & assemblata con le sequenze regolatrici
di altri geni e/o la sequenza codificante & in orientamento
opposto a quello originale. Il termine “intragenesi” & stato
introdotto da Rommens nel 2007.

Con la cisgenesi si trasferisce il gene esattamente come

Laboratorio di Genetica e Miglioramento Genetico delle Piante, DAFNAE - Universita degli Studi di Padova, Campus di Agripolis,
Legnaro, Padova — gianni.barcaccia@unipd.it , margherita.lucchin@unipd.it
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& presente nella specie donatrice, mentre con I'intrage-
nesi si assemblano sequenze (regione codificante, pro-
motore e terminatore) provenienti da piu geni. Come
conseguenza, 'espressione del gene pud essere modifi-
cata ricorrendo all’'uso di regioni di regolazione diverse
da quelle native. La differenza rispetto alla transgenesi
risiede nell’origine del gene da trasferire: il donatore & un
organismo della stessa specie del ricevente o comunque
appartiene a una specie diversa ma affine e sessualmente
compatibile.

E importante enfatizzare che con la cisgenesi, la se-
quenza genica che si trasferisce nel genoma ricevente
resta invariata, la regione codificante contiene non solo
gli esoni ma anche i propri introni e le sequenze regola-
trici originali (promotore e terminatore), disposti secon-

per 'ambiente e la salute. Pertanto, la cisgenesi produce
un organismo simile a quello che si ottiene con I'incrocio,
avendo perd il vantaggio di consentire una riduzione dei
tempi necessari per giungere alla varieta ed evitando il tra-
sferimento indesiderato di sequenze associate al gene di
interesse, spesso aventi un effetto negativo sul fenotipo.

Negli ultimi anni queste tecnologie sono state utiliz-
zate in diverse specie per migliorare caratteri rilevanti in
agricoltura, come la resistenza/tolleranza a stress biotici
e abiotici, con effetti positivi sulle produzioni, in termini
quantitativi e qualitativi.

Per I'ottenimento di piante geneticamente migliorate
attraverso cisgenesi e intragenesi sono necessarie le stes-
se tecniche utilizzate per la produzione di piante transge-
niche. Il metodo di trasferimento di DNA piu utilizzato

do il loro normale senso di
orientamento. Al contrario,
nell’intragenesi si utilizzano
promotori, terminatori e se-
quenze codificanti derivanti
da differenti donatori anche
se appartenenti a pool genici
di specie tassonomicamente
affini. Infine, contrariamente
a quanto avviene nella cisge-
nesi, nell’intragenesi le se-
quenze codificanti possono
essere utilizzate nello stesso
senso di orientamento che
hanno nell’organismo dona-
tore (trasferimento genico
con finalitd di guadagno di
funzione) oppure in senso
opposto quando la finalita &
il silenziamento genico (Fi-
gura1).

La cisgenesi ¢ una tecno-
logia concettualmente inno-
vativa rispetto alla transge-
nesi: offre la possibilita di
massimizzare la similitu-
dine del risultato ottenibile
con il trasferimento genico
convenzionale mediato da
incrocio. In virtl di questa
peculiaritd non ¢ considera-
ta potenzialmente rischiosa
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i
\\ _//
Fromolore Intragene Terminatore
Genl appartenenti a speche affini; {gene 2) {perdita di funzione) {gene 1)

pool genici sessualmeante compatibili

P-DNAIT-DMA - P-DMAT-DNA
sequanza codilicante sequenza codificante
. -2 {gene 4) (gene 4)

yd gene 5 Y spaziatore (gene 3)
f I.:l Promolore T Teminatore
( gene & | (gene 4) i i (gene &)

_ _ o ToHA | sequenza codificante T-DHA

Geni appartenenti a specie diverse: Gane {gene 5)
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Figura 1: Cisgenesi: il cisgene & una copia identica di un gene selezionato da un pool genico sessualmente affi-
ne alla specie nell’ambito della quale si vuole migliorare una varieta: esso include gli stessi introni, il promoto-
re e il terminatore nativi. Intragenesi: I'intragene & prodotto in vitro attraverso tecniche di ingegneria genetica:
il promotore, il terminatore e la sequenza codificante, composta di soli esoni, sono riorganizzati combinan-
do sequenze provenienti da geni diversi selezionati in specie sessualmente compatibili. Transgenesi: con la
transgenesi si trasferisce un gene chimerico prodotto combinando insieme la regione codificante, composta
di soli esoni poiché gli introni vengono solitamente rimossi, e regioni di regolazione proveniente da specie,
talvolta regni diversi, ad esempio promotore di origine virale e terminatore di origine batterica.
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per le dicotiledoni prevede il ricorso ad Agrobacterium tu-
mefaciens, mentre per le monocotiledoni e le specie che
presentano una bassa suscettibilita all’infezione da parte
di questo agrobatterio, il trasferimento di DNA prevede
I'uso di un acceleratore di particelle (particle gun). Una dif-
ferenza fondamentale tra cisgenesi e intragenesi riguarda
le sequenze di confine del T-DNA nel vettore plasmidico,
sequenze che sono trasferite nella pianta come conse-
guenza del processo di trasformazione genetica mediato
da Agrobacterium.

Alcuni autori ritengono che le sequenze di confine del
vettore plasmidico, utilizzate per cisgenesi e intragenesi,
debbano provenire da genomi di piante, appartenenti a
specie affini sessualmente compatibili. Sequenze di confi-
ne derivanti da piante, note anche come P-DNA, con pro-
prieta simili al T-DNA, sono state identificate in diverse
specie vegetali. Tuttavia, argomentazioni che sostengono
l'utilizzo di T-DNA, affermano che queste sequenze di
confine derivanti da organismi batterici si possano ugual-
mente trovare all’interno dei genomi delle piante, poiché
sono state acquisite nel corso dell’evoluzione e, siccome
per loro natura sono sequenze non codificanti, si possono
ritenere sicure da utilizzare.

In termini applicativi, cisgenesi e intragenesi hanno
entrambe lo scopo di conferire nuove caratteristiche alla
pianta modificata, sia attraverso guadagno di funzione
(cambiamento genico) che perdita di funzione (silenzia-
mento genico). Tuttavia, solo la cisgenesi pud garantire
I'ottenimento di risultati conseguibili anche con metodi
convenzionali di miglioramento genetico, ma con tempi-
stiche molto pili contenute ed evitando effetti di linkage
drag che talvolta portano anche all’accumulo di sostanze
antinutrizionali nei prodotti alimentari.

Un’altra potenzialita della cisgenesi rispetto al migliora-
mento genetico tradizionale riguarda la sovra-espressione
di un gene. Con la cisgenesi & possibile inserire una oppu-
re pill copie aggiuntive del gene di interesse, consentendo
I'aumento della manifestazione fenotipica per quel deter-
minato carattere. Anche I'intragenesi offre maggiori pos-
sibilita di modifica dell’espressione di un gene rispetto
agli schemi tradizionali basati su ibridazione e selezione,
poiché prevede combinazioni di regioni di regolazione,
quali promotori e terminatori, presi da donatori differenti
rispetto alla specie di origine della sequenza codificante.
Dal confronto tra cisgenesi e intragenesi si evince che & |a
prima ad essere pit simile al miglioramento genetico tra-
dizionale, mentre la seconda é piu affine alla transgenesi.

|
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Da pil parti si ritiene che I'inserimento casuale della
sequenza di DNA nel genoma della pianta target costitu-
isca una limitazione di queste nuove tecnologie poiché la
ricombinazione di un gene in uno specifico tratto cromo-
somico potrebbe alterare I'espressione di altri geni pre-
senti nel genoma ricevente, determinando cosi rischi non
prevedibili. Bisogna perd considerare che anche con l'ibri-
dazione si promuove la ricombinazione casuali di geni e
che pertanto I'inserimento casuale di DNA dal donatore
al ricevente si verifica anche impiegando metodologie tra-
dizionali di miglioramento genetico, da sempre utilizzate
per la costituzione di nuove varieta.

Altri timori suscitati dalle piante geneticamente modi-
ficate sono connessi ai potenziali rischi della diffusione
di nuove combinazioni geniche nell’lambiente. Le piante
geneticamente modificate avendo caratteri nuovi o pil
marcati rispetto alle piante selvatiche della stessa specie,
e quindi esprimendo una fitness superiore, potrebbero
prendere il sopravvento sulle ultime; si teme quindi un
effetto di gene escape incontrollabile e una perdita irrever-
sibile di biodiversita (genetic erosion).

Nel 2011, la Commissione Europea (CE) ha chiesto
all’Autorita Europea per la Sicurezza Alimentare (European
Food Safety Authority, EFSA) di valutare i pericoli connessi
a cisgenesi e intragenesi rispetto a transgenesi e breeding
tradizionale. Quando si considerano i pericoli legati alle
piante cisgeniche e intrageniche, le principali considera-
zioni da parte del gruppo di esperti di tale autorita riguar-
dano: i) la fonte di derivazione del DNA trasferito; ii) le al-
terazioni del genoma ospite nel tratto cromosomico in cui
avviene I'inserimento di DNA; iii) la potenziale presenza
nel genoma delle piante di sequenze di DNA non vegetali;
iv) I'espressione del gene contenuto nel DNA trasferito.

Come per il miglioramento genetico tradizionale, anche
per cisgenesi e intragenesi si deve fare uso di pool genici
primari, secondari e terziari. Tuttavia, quando un gene di
interesse & utilizzato per produrre piante intrageniche, si
possono creare nuove combinazioni genetiche che non
sono possibili in piante cisgeniche e nemmeno in quelle
derivanti da breeding tradizionale. Queste nuove combi-
nazioni genetiche possono portare alla manifestazione
di caratteri nuovi con pericoli ancora non conosciuti ed
& per questo motivo che I'EFSA ha definito i rischi con-
nessi all'intragenesi del tutto simili a quelli associati alla
transgenesi. Al contrario, la tecnologia basata sulla cisge-
nesi si avvicina molto al miglioramento genetico tradizio-
nale e in virtt di questa sua peculiarita non & considerata
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Figura 2: Editing genomico con nucleasi sito-specifiche. | tagli indotti del DNA (DSB) possono essere riparati
attraverso due percorsi differenti: non-homologous end joining (NHE)) oppure homology directed repair (HDR).
Le riparazioni NHE] solitamente determinano inserzione o delezione di singoli nucleotidi (IN/DEL) con con-
seguente mutazione di tipo frameshift che determina un codone di stop inatteso, provocando cosi knockout
genico (silenziamento di un gene); con la riparazione HDR, quando & presente il DNA di un donatore, questo
viene utilizzato come templato per avere un editing genico attraverso I'inserzione di alcuni nucleotidi (corre-
zione della sequenza di un gene) oppure di un intero gene (sostituzione o inserzione di un gene).

/N

© gRNA
NHEJ

- DNA -

codificante. Una seconda via
di riparazione & quella ba-
sata sul meccanismo HDR
che richiede I'introduzione
simultanea di endonucleasi
ingegnerizzate che induco-
no il taglio sito-specifico nel
.. cromosoma e un donatore

HDR

== genomico ==

dall’EFSA potenzialmente rischiosa per I'ambiente e la
salute.

Nuove biotecnologie sostenibili: editing genomico

Il “genome editing” comprende un insieme di tecni-
che in grado di correggere, rimuovere, inserire o sostitu-
ire specifiche sequenze di DNA in un punto preciso del
genoma. In altre parole, I'editing genomico consente di
produrre mutazioni mirate in siti specifici del genoma
avvalendosi di enzimi nucleasi capaci di tagliare la dop-
pia elica del DNA e sfruttando i meccanismi cellulari di
riparazione. Si possono cosi realizzare diverse modifiche
del genoma a seconda del percorso di riparazione delle
rotture del DNA: la congiunzione delle estremita termi-
nali non omologhe (non-homologous end joining, NHEJ) o
la riparazione basata sulla ricombinazione omologa (ho-
mology directed repair, HDR), come illustrato in Figura 2.
Il meccanismo NHE] causa inserzioni o delezioni casua-
li che possono portare a mutazioni in grado di inibire il
funzionamento del gene se avvengono nella sua regione

OSeET

editing genico
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== di DNA omologo che viene
usato come stampo per la
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naturali di riparazione: nel
caso di congiunzione non
omologa (NHEJ), le due
estremita terminali vengono
saldate in modo impreciso
consentendo di aggiungere/
rimuovere alcuni nucleotidi
e determinando l'inattivazio-
ne mirata del gene (ad esem-
pio, inattivazione di geni di
suscettibilita a patogeni) e la produzione di un fenotipo
mutato. Tale risultato & del tutto analogo a quelli derivanti
da mutazioni spontanee o indotte. Nonostante questo sia
il meccanismo pili comune nelle piante, & stato dimostra-
to che fornendo un frammento di DNA omologo al sito
bersaglio tagliato, aumenta la frequenza di riparazione
mediante ricombinazione omologa (HR). In questo caso
il frammento di DNA esogeno fornito viene utilizzato dal-
la cellula come stampo per la riparazione e, di conseguen-
za, la sua informazione genetica viene trasferita nel geno-
ma della cellula. In questo modo & possibile modificare/
correggere la sequenza di un gene utilizzando un DNA
esogeno con sequenza corretta o & possibile inserire un
nuovo gene (transgene o cisgene) in una porzione speci-
fica del genoma ospite.

Negli ultimi due decenni, sono state individuate quat-
tro diversi tipi di endonucleasi, ognuna delle quali pos-
siede una particolare struttura in grado di scindere una
specifica sequenza di DNA: le meganucleasi, le zinc finger
nucleases (ZFNs), le Transcription Activator-Like Effector-
based Nucleases (TALENS) e infine il sistema CRISPR (clu-
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stered regularly interspaced short palindromic repeats)-Cas
(CRISPR-associated).

Fino a qualche anno fa, gli strumenti principali di mo-
difica del genoma erano le nucleasi ZFN e le TALEN.
Entrambe sono endonucleasi ingegnerizzate composte
di due elementi principali: un dominio in grado di legar-
si al DNA e un dominio nucleasico per I'induzione della
rottura del DNA nella posizione desiderata del genoma.
Solo di recente il sistema CRISPR/Casg ¢ risultato essere
il metodo pit efficace per 'editing genomico, grazie alla
sua semplice struttura e la facile applicabilita ad una vasta
gamma di organismi.

Nel 2007 un gruppo di ricercatori dell’Universita di La-
val (Canada) e di un'azienda danese dimostrarono che
alcuni batteri conservano nel proprio cromosoma una
sorta di “biblioteca” delle infezioni fagiche trascorse che
permetteva loro di riconoscere un DNA estraneo gia in-
contrato. Questa “biblioteca” & stata chiamata CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats:
brevi ripetizioni palindrome raggruppate e separate a in-
tervalli regolari) e rappresenta una sorta di immunizzazio-
ne presente nel 50% circa dei batteri. Successive analisi
bioinformatiche hanno rivelato che nella sequenza CRI-
SPR sono inoltre presenti geni che codificano per endo-
nucleasi dette Cas (CRISPR associated) in grado di tagliare
il DNA in un punto preciso della sequenza.

Nel 2011 ricercatori francesi scoprirono che nel siste-
ma CRISPR Il, 'enzima Casg riconosce esclusivamente
un DNA estraneo e lo taglia in modo specifico quando il
batterio ha una copia di questa sequenza nel suo CRISPR.
Nello stesso anno presso I'Universita svedese di Usmea
fu dimostrato che I'enzima Casg ha bisogno di un picco-
lo RNA specifico che lo guida nel riconoscimento della
sequenza da tagliare. Tali scoperte hanno quindi aperto
la possibilita di programmare in vitro il taglio di una mo-
lecola di DNA in un punto preciso utilizzando una nu-
cleasi Casg, una copia del DNA bersaglio sotto forma di
un piccolo RNA complementare e un altro RNA specifico
dell’enzima. | due piccoli RNA possono in realta essere
riuniti in un solo RNA capace di guidare (gRNA) Casg ver-
so qualsiasi sequenza di DNA specificata in vitro. Questa
sorta di sistema immunitario sviluppato dai batteri ha
consentito di sviluppare una tecnica per intervenire sulla
sequenza di un genoma e correggere in modo mirato un
gene.

La tecnologia dell’editing genomico pud accelerare il
processo di miglioramento genetico in qualunque spe-
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cie di uso agro-alimentare, consentendo I'introduzione
di precise modifiche che possono interessare sia poche
basi nucleotidiche sia intere sequenze geniche. Va inol-
tre sottolineato che, a differenza di quanto avviene per le
mutazioni indotte da radiazioni o agenti chimici, con le
tecniche di editing genomico le mutazioni cosiddette off-
target, cioé quelle che avvengono in siti diversi da quello
bersaglio, sono molto rare e possono essere facilmente
individuate.

Il sistema CRISPR/Casg si sta rivelando uno strumento
potentissimo per la ricerca biotecnologica e, in partico-
lare, e per lo studio dei genomi vegetali, anche se molti
avanzamenti devono ancora essere messi a punto per una
sua concreta applicazione al miglioramento genetico del-
le colture. In una prospettiva di breve-medio termine il si-
stema consentira di realizzare modificazioni mirate nella
pianta ospite senza inserire DNA estraneo.

La cellula infatti eliminera I'enzima e il suo RNA guida
e la pianta non conterra pit DNA esogeno nel suo geno-
ma, come avviene nelle piante transgeniche, ma sempli-
cemente modificazioni limitate e ben conosciute. Questo
sistema sara inoltre in grado di consentire una piu precisa
caratterizzazione e una piu efficiente utilizzazione delle ri-
sorse genetiche vegetali e un’accelerazione nello sviluppo
di nuove varieta.

Da non trascurare & inoltre la possibilita molto vantag-
giosa offerta dal sistema CRISPR/Casg di poter interveni-
re su pil caratteri contemporaneamente.

L'editing genomico & gia stato applicato con successo
su alcune piante modello come Arabidopsis, ma anche in
alcune specie di interesse agro-alimentare consentendo
I'ottenimento di mutazioni utili per migliorarne la qualita
dei prodotti o la resistenza ai patogeni.

Oltre ai numerosi aspetti tecnici ancora da approfondi-
re (ad esempio, i metodi per un trasferimento transiente
di Casg e del suo gRNA), non vanno trascurati i proble-
mi derivanti dalla protezione brevettuale dei geni e delle
procedure utilizzabili e gli aspetti normativi che, a livello
europeo, sono legati non tanto alle caratteristiche intrin-
seche del prodotto ottenuto, quanto piuttosto alle tecno-
logie impiegate per il suo ottenimento.

Una delle principali preoccupazioni che hanno suscita-
to le piante transgeniche riguarda l'integrazione casuale
del DNA esogeno nel genoma, secondo eventi che potreb-
bero potenzialmente determinare nuove combinazioni
geniche indesiderate. Le tecnologie di editing genomico
permettono di ovviare a questa problematica poiché con-
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sentono di inserire o sostituire in un genoma o rimuovere
da un genoma sequenze di DNA in regioni predetermi-
nate, attraverso mutazioni sito-specifiche. Ciononostante,
non & ancora chiaro se gli organismi prodotti con queste
procedure debbano essere regolati dalle attuali leggi pre-
viste per gli OGM.

Gli Stati Uniti hanno deciso di focalizzare la loro atten-
zione sul prodotto finale e, quindi, nonostante le piante
siano ottenute attraverso tecniche di ingegneria genetica,
il prodotto finale non contiene DNA esogeno e la muta-
zione indotta non & distinguibile da una mutazione spon-
tanea. Per questi motivi gli Stati Uniti hanno gia approva-
to l'utilizzo in agricoltura di diverse varieta derivanti da
editing genomico. Diversa &, invece, la situazione in Eu-
ropa, dove la direttiva 2001/18/CE del Parlamento Euro-
peo “sull’emissione deliberata nell’ambiente di organismi
geneticamente modificati”, stabilisce che un OGM ¢ un
organismo “il cui materiale genetico & stato modificato in
modo diverso da quanto avviene in natura con la riprodu-
zione sessuale e/o la ricombinazione genetica naturale”.

Percio, anziché focalizzare I'attenzione sul prodotto fi-
nale, com’é accaduto negli Stati Uniti, 'Europa pone I'at-
tenzione sulla tecnologia cui si ricorre per crearlo.

Conclusioni

L'innovazione nel miglioramento genetico delle va-
rieta di specie coltivate ad uso alimentare & necessaria
per far fronte alle sfide dei cambiamenti globali, come la
crescita della popolazione e il cambiamento climatico.
Nel corso degli anni, I'agricoltura ha modificato e imple-
mentato le sue tecniche agronomiche e genetiche, e di
conseguenza la capacita di far fronte alle esigenze di una
popolazione in forte crescita. Tuttavia, I'utilizzo della
transgenesi come possibile risposta a svariate richieste
del mercato, degli agricoltori e dei consumatori, non ha
risolto questo problema, poiché in molti Paesi non & mai
stata pienamente accettata in quanto ritenuta pericolosa
a livello ambientale. Il progresso e lo sviluppo di nuove
tecnologie alternative alla transgenesi & stato sorpren-
dentemente rapido, portando alla implementazione di
procedure di breeding cisgenico e intragenico, e di edi-
ting genomico per la costituzione di varieta aventi uno o
pochi caratteri migliorati. Tuttavia non & ancora chiaro se
l'uso di varieta ottenute attraverso tali nuove biotecnolo-
gie debba essere regolato adottando le normative vigenti
per gli OGM oppure no.
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Nuove biotecnologie: il quadro giuridico
della UE

Il quadro giuridico europeo per I'autorizzazione all’im-
missione in commercio di alimenti derivanti dagli OGM e
per la coltivazione di varieta transgeniche & definito dalla
Direttiva UE 2015/412 (che modifica la precedente Diretti-
va 2001/18/CE) e dal Regolamento CE 1829/2003, un in-
sieme di norme il cui scopo ¢ quello di garantire |a salute
umana, il benessere animale e |a tutela ambientale. Inol-
tre, la Direttiva 2015/412 lascia |a liberta agli Stati Membri
di approvare o meno la coltivazione nel proprio territorio
nazionale di varietd GM precedentemente approvate.

Le nuove tecnologie di breeding cisgenico e di editing
genomico consentono di ridurre i potenziali effetti ne-
gativi che potrebbero insorgere con I'utilizzo di transge-
nesi e breeding tradizionale. Esse consentono, infatti,
una modifica genetica pre-determinata e sito-specifica
all'interno di un genoma e garantiscono la totale assen-
za di DNA esogeno nelle piante delle varieta sviluppate
attraverso questi sistemi. Tuttavia, la direttiva 2001/18/CE
stabilisce che se le tecnologie utilizzate per I'ottenimen-
to di un prodotto sono le stesse utilizzate per produrre
un OGM, tali prodotti sono da ritenersi OGM. A seguito
di questa affermazione, un gruppo di lavoro istituito nel
2007 dalla Commissione Europea ha valutato le nuove
tecnologie di trasformazione e modificazione genetica al
fine di stabilire se gli organismi risultanti da breeding ci-
sgenico e editing genomico debbano rientrare nel campo
di applicazione della normativa UE sugli OGM. Secondo
questo gruppo di lavoro (New Techniques Working Group),
cisgenesi, intragenesi e editing genomico rientrano nella
legislazione riguardante gli OGM. Tuttavia, non v’é& alcun
dubbio che le piante ottenute attraverso cisgenesi e edi-
ting genomico siano uguali o assimilabili alle piante otte-
nute con procedure di breeding tradizionale e, in assenza
di DNA esogeno nel loro genoma, non c’é alcun modo di
determinare con certezza quali tecniche siano state im-
piegate per ottenerle.

Se I'Unione Europea scegliesse di proibirne la coltiva-
zione e l'importazione perché classificate come OGM,
ci si troverebbe davanti ad altri quesiti ancora piu ardui:
vietare la coltivazione e fidarsi ciecamente di agricoltori
e di esportatori che garantiscono prodotti OGM-free im-
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possibili da verificare oppure bloccare le importazioni da
Paesi che acconsentono alla coltivazione di varieta ottenu-
te attraverso queste tecnologie?

E evidente che la regolamentazione prevista dall’U-
nione Europea per queste nuove tecnologie non risulti
appropriata. La definizione di OGM é stata prodotta nel
2001, quando queste nuove tecnologie non erano anco-
ra state scoperte o sviluppate. La comunita scientifica ri-
chiede pertanto una legislazione piu flessibile che si basi
sulle caratteristiche intrinseche del prodotto finale e che
si concentri sulla sua potenziale pericolosita, piuttosto
che sul processo che conduce al suo ottenimento. Anche
I'ltalia, come altri Stati Membri, & in attesa che Bruxelles
faccia chiarezza sulla differenza tra queste tecnologie e la
transgenesi, e autorizzi la sperimentazione in campo di
piante ottenute attraverso cisgenesi e editing genomico.

In conclusione si pud affermare che queste nuove bio-
tecnologie sostenibili sono caratterizzate da un potenziale
enorme tanto da rappresentare uno strumento importan-
te, se non determinante per I'agricoltura italiana, potendo
potenzialmente contribuire a risolvere le esigenze produt-
tive e le problematiche ambientali esistenti del nostro Pa-
ese. Riteniamo che le nuove biotecnologie consentiranno
non solo di modificare singoli geni, ma anche di agire su
intere vie biosintetiche e reti regolative, permettendoci di
migliorare la formazione efo la composizione di singoli
tessuti e organi. Non possiamo perd piu aspettare, né
imitare: & tempo di innovare ricorrendo alle nuove vie
del miglioramento genetico. Sappiamo indurre le muta-
zioni genetiche e usare le trasformazioni genetiche per
creare nuovi alleli e trasferire nuovi caratteri e abbiamo
una grande tradizione nel miglioramento genetico delle
piante agrarie, anche supportato da metodi di selezione
genetica assistita da marcatori molecolari. Personalmente
auspichiamo che si possa e si riesca ad arrivare un giorno
non troppo lontano alla coesistenza di diverse tipologie
varietali (biotecnologiche, tradizionali, e locali) e sistemi
colturali (tradizionali e biologici) e che sia poi compito de-
gli agricoltori e dei consumatori operare delle scelte stra-
tegiche, economiche e consumistiche.
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L'applicazione delle moderne tecnologie genomiche al
miglioramento genetico

Dopo I'avvento delle piante GM e della selezione assistita con marcatori molecolari, altre tecnologie
basate sulle conoscenze dei genomi stanno dando ulteriore impulso al settore. La disponibilita illi-
mitata di marcatori molecolari a basso costo ha aperto la strada alla selezione genomica, mentre le
conoscenze sulla funzione dei geni combinata con i nuovi metodi di genome editing apre la strada
alla modifica mirata dei geni. Tutto cio portera ad un miglioramento genetico ad alto contenuto
genomico noto come “next generation breeding”.

Agostino Fricano', Raffaella Battaglia’, Teodoro Cardi?, Luigi Cattivelli’

Modern biotechnologies for advanced plant breeding

The genomic revolution of the past decades has greatly improved our understanding of the crop genomes. Beside the traditional
marker assisted selection and GM plant technology, the recent sequencing of crop genomes has led to unlimited molecular
marker availability. High throughput marker technologies is supporting the genomic selection process. The genomic knowledge
generated during the last years are enabling genome editing (site-specific mutagenesis) to obtain new gene sequences leading
to new phenotypes. Overall, genomics is transforming plant breeding into a “next generation breeding”.

Nel corso degli ultimi 50 anni, i metodi tradizionali di
miglioramento genetico sono stati integrati con nuove tec-
nologie capaci di migliorane I'efficienza oppure di generare
caratteri utili non presenti nelle linee elite (Figura 1).

A partire dagli anni '60 la mutagenesi & stata estensiva-
mente utilizzata per generare nuova diversita genetica da in-
serire direttamente nei programmi di breeding. Successiva-
mente, I'utilizzo delle colture in vitro ha consentito di indurre
nuova diversita (variabilita somaclonale), di superare alcune
barriere all'incrocio (fusione di protoplasti) e ha rappresenta-
to la premessa metodologica per la trasformazione genetica.

A partire dagli anni '80, la trasformazione genetica ha
reso possibile il trasferimento di geni anche tra organi-

La MAS ha permesso di ottenere risultati eccellenti
quando applicata a caratteri semplici o spiegati da pochi
loci con grossi effetti, tipicamente i loci che controllano la
resistenza alle malattie.

Per le principali specie coltivate esistono numerosi
marcatori associati a geni rilevanti, a titolo di esempio si
segnala un sito dove sono riportati tutti i marcatori va-
lidati per la MAS in frumento (http://maswheat.ucdavis.
edu/) ed i protocolli per il loro utilizzo.

Nel caso di caratteri complessi spiegati da molti loci
quantitativi (QTL) con piccoli effetti e largamente influen-
zati dall’ambiente, come ad esempio la produzione o la
tolleranza alla siccita, la MAS non ha raggiunto i risultati

smi distanti tra loro ed oggi
circa il 12% della superficie
agricola mondiale & coltivata
con piante GM, principal-
mente soia, mais, cotone e
colza portanti resistenze ad
insetti o ad erbicidi (http://
www.isaaa.org/resources/
publications/pocketk/16/de-
fault.asp).

A partire dalla fine degli
anni 'g9o la disponibilita di
marcatori molecolari ha con-
sentito di determinare asso-
ciazioni tra specifici marcatori
ed i caratteri piti rilevanti e di

Metodi di selezione tradizionali (pedigree, backcross, selezione ricorrente, ecc)

Genomic
selection

Marker Assisted Selection

Trasformazione genetica e sviluppo di
piante GM

Colture in vitro

Mutagenesi

utilizzare questi marcatori per

seguire i caratteri associati nel

corso della selezione (MAS,
Marker Assisted Selection).

I I I I I I
|1950| |1960| |1970| |1980‘ |1990| IZOOOI |2010|

Figura 1. Evoluzione dei metodi e delle biotecnologie per il miglioramento genetico delle piante

' Consiglio per la ricerca in agricoltura e 'analisi dell’economia agraria (CREA), Centro di ricerca per la genomica vegetale, Fiorenzuo-
la d’Arda (PC). — luigi.cattivelli@crea.gov.it
2 Consiglio per la ricerca in agricoltura e I'analisi dell’economia agraria (CREA), Centro di ricerca per I'orticoltura, Pontecagnano (SA).
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desiderati e nuovi approcci sono necessari per affrontare
con successo la selezione per questi caratteri.

Lillimitata disponibilita di marcatori molecolari deri-
vante dall’estesa attivita di sequenziamento e la loro au-
tomazione ha reso possibile I'applicazione della selezione
genomica al miglioramento genetico vegetale. Luso della
selezione genomica consentira di superare i limiti della
MAS e di sviluppare una selezione basata sul genotipo.

Le avanzate conoscenze sul genoma delle piante e sulla
funzione dei geni hanno aperto la strada a diverse tecni-
che capaci di modificare in modo predeterminato la se-
quenza di un gene target (genome editing).

A differenza delle tecniche di mutagenesi naturale e
artificiale che si basano sulla probabilita che nel pool di
mutazioni indotte ve ne siano alcune in grado di conferire
un carattere positivo, il genome editing consente di “cen-
trare il bersaglio” modificando in modo mirato anche una
singola base del gene d’interesse per ottenere il fenotipo
desiderato.

Dal punto di vista tecnico, il genome editing poggia le
basi sulla scoperta di enzimi in grado di tagliare il DNA
(nucleasi) e sulla possibilita di creare sequenze che indi-
rizzino in modo preciso le nucleasi verso il loro target.
Infine le nucleasi e le sequenze per I'identificazione del
target possono essere eliminate lasciando nella pianta
solo la mutazione desiderata.

Genomic selection

Mentre la selezione assistita da marcatori molecolari
consente di seguire specificatamente alcuni geni di inte-
resse, il successo di una varieta spesso risiede nella com-
binazione di numerosi QTL ciascuno con un piccolo ef-
fetto fenotipico. Per valutare |'effetto complessivo di tutti
questi minor QTL nel processo di selezione, & possibile
utilizzare la selezione genomica (GS, Genomic Selection).

La GS calcola il valore genetico degli individui, il quale,
a sua volta, stima lattitudine degli individui a generare
progenie con un fenotipo superiore. Marcatori distribu-
iti sull’intero genoma sono utilizzati per calcolare indici
genomici (GEBV, Genomic Estimated Breeding Value) che
stimano 'effetto dei singoli marcatori e delle diverse com-
binazioni aplotipiche sui caratteri di interesse.

La definizione dei valori di GEBV é realizzata attraverso
la comparazione di informazioni genotipiche e fenotipi-
che in una collezione di germoplasma (definita come trai-
ning population) che rappresenta il pool genico utilizzato
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nei programmi di miglioramento genetico.

Successivamente i valori di GEBV sono utilizzati per se-
lezionare popolazioni di piante (breeding population) ge-
notipizzate con i marcatori molecolari ma non sottoposte
alla valutazione fenotipica (Desta and Ortiz, 2014).

Rispetto alla tradizionale selezione fenotipica, la GS
permette di stimare in anticipo il breeding value degli in-
dividui senza attendere la progenie della generazione suc-
cessiva riducendo la necessita di estese fenotipizzazioni
in campo e, a parita di intensita di selezione, permette di
realizzare un uguale o maggiore progresso genetico per
unita di tempo ad un costo inferiore (Jonas and de Ko-
ning, 2013).

La GS é gia utilizzata con successo in diverse specie tra
cui frumento, mais, orzo e riso (Tabella 1). La GS pud es-
sere utilizzata sia come strumento per ridurre al minimo
il numero di piante da fenotipizzare nelle prove di campo,
sia in combinazione con la tradizionale selezione fenotipi-
ca nell’ambito di schemi di selezione ricorrente.

Nel primo caso i GEBV sono calcolati utilizzando dati
genotipici e fenotipici generati a partire da un’ampia col-
lezione di germoplasma (>1000) che possiede una corre-
lazione genetica pili 0 meno elevata con la popolazione
da selezionare, anche se I'efficacia della GS & maggiore
quanto pit il pool genico della popolazione utilizzata per

Produzione, data di fioritura, e

is-silking i indh l. 2012
anthesis-silking interval Windhausen et al. 20

Mais Produzione, data di fioritura, altezza,
in condizioni irrigue e in condizionidi  Zhang et al. 2015
carenza idrica
Produzione, altezza, resistenza a
Orzo - . . Sallam et al. 2015
fusariosi, ed altri caratteri
Produzione, componenti della produ-
roduzione, comp! ' produ Lado et al. 2013
zione, data di fioritura
Frumento
. - Daetwyler et al. 2014;
Resistenza alle ruggini N !
g8 Rutkoski et al. 2015
Data di fioritura, altezza, dimensioni .
Onogi et al. 2015
del seme
Riso Produzione e componenti della
) Xu et al. 2014
produzione
Produzione, data di fioritura, altezza Spindel et al. 2015
Soia Peso del seme Shu et al. 2013

Contenuto in zucchero, dimensioni

Barbabietola delle radici

Wiirschum et al. 2013

Tabella 1. Esempi di selezione genomica in piante coltivate.
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Foto 1: La selezione genomica & stata utilizzata per selezionare
linee di frumento dotate di maggior resistenza alle ruggini e linee
capaci di produrre farine con migliore attitudine alla panificazio-
ne

il calcolo degli GEBV si avvicina a quello della popolazione
da selezionare.

L'applicazione della GS ad uno schema di selezione ri-
corrente invece implica la coincidenza tra training popu-
lation e breeding population, una volta stimati i valori di
GEBV la popolazione di breeding & sottoposta a cicli di se-
lezione ricorrente nei quali la selezione fenotipica & sosti-
tuita dalla GS. La coincidenza tra il gene pool della training
population e quello della breeding population garantisce
una elevata accuratezza del processo di miglioramento
genetico ed un progresso genetico pili elevato di quello
ottenibile con i sistemi tradizionali (Bassi et al. 2016).

La GS é stata utilizzata con successo per selezionare
linee di frumento dotate di maggiore resistenza alla rug-
gine (Puccinia graminis) consentendo di realizzare un pro-
gresso genetico simile a quello ottenibile con la tradizio-
nale selezione fenotipica, ma con tempi e costi inferiori.
Inoltre i risultati ottenuti hanno evidenziato che a parita di
intensita di selezione, la GS permette di ridurre notevol-
mente |a varianza genetica della popolazione seleziona-
ta e quindi di ottenere piante con fenotipi pitt omogenei
(Rutkoski et al. 20715).

Sempre in frumento, la GS & stata utilizzata in popola-
zioni doppie aploidi per selezionare in maniera piu effi-
ciente linee capaci di produrre farine con una migliore atti-
tudine alla panificazione senza condurre lunghe e costose

-l
1%

valutazioni qualitative (Heffner EL et al, 2011).

Nel mais, la GS & stata applicata ad una popolazione
formata dalla progenie di otto incroci bi-parentali per se-
lezionare linee di mais con una maggiore produzione di
granella in condizioni di stress idrico. Questi studi hanno
dimostrato che gli ibridi creati dalle linee di mais selezio-
nate mediante GS producono il 7.3% in pit di granella
rispetto agli ibridi sviluppati dalle linee di mais selezio-
nate mediante il classico metodo pedigree (Beyene et al.,
2015).

Genome editing

Sin dall’inizio degli anni '80, le tecniche d’ingegneria
genetica applicate al miglioramento genetico delle piante
hanno rappresentato un notevole passo avanti in termini
di precisione, velocita, accessibilita a nuova variabilita ge-
netica e prevedibilita del risultato, rispetto alle procedure
convenzionali basate sull’incrocio e la selezione fenotipi-
ca, nonostante queste nel tempo siano state integrate con
varie (bio)tecnologie cellulari e molecolari.

Per ovviare ad alcune limitazioni della transgenesi tra-
dizionale, perd, pochi anni dopo & cominciata un’intensa
attivita di ricerca finalizzata a trasferire o modificare, in
maniera mirata, sequenze geniche specifiche in un geno-
ma target (Cardi and Stewart 2016).

Le tecniche sviluppate per il genome editing e basate
sull’'uso di oligonucleotidi (ODM, Oligonucleotide-directed
mutagenesis) efo di nucleasi sito specifiche (ZFN, Zinc

Foto 2: Nel riso, utilizzando le diverse tecniche di genome edi-
ting, sono state ottenute la resistenza a erbicidi e al patogeno
Xanthomonas oryzae
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finger nucleases; TALEN, Transcriptional activator-like effec-
tor nucleases; CRISPR/Casg, Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats/CRISPR-associated systems) sono

le pili promettenti e interessanti.

La tecnologia CRISPR/Cas ha sicuramente rivoluziona-
to lo scenario degli ultimi anni a causa della semplicita

d'uso e I'efficienza dimostrata in diverse specie e per di-

verse applicazioni.

In Tabella 2 sono riportate alcune applicazioni delle tec-
nologie sopra citate in specie e per obiettivi d’interesse

agrario.

In riso, la resistenza a erbicidi & stata ottenuta intro-

Riso

Grano tenero

Resistenza erbicidi

Resistenza a maculatura batterica (Xanthomo-
nas oryzae pv. oryzae)

Resistenza erbicidi

Conservabilita semi

Fragranza

Resistenza a oidio (Blumeria graminis f. sp.
tritici)

Resistenza erbicidi

Maschiosterilita

Contenuto di acido fitico / Tolleranza a erbicidi

Mais
Contenuto di acido fitico
Contenuto cere cuticola
Maschiosterilita; Resistenza erbicidi
Orzo Contenuto di acido fitico
Contenuto glicoalcaloidi
Accumulo di zuccheri riduttori a basse tem-
Patata perature; contenuto di acrilamide in seguito
a frittura
Resistenza erbicidi
Biosintesi antociani
Pomodoro
Maturazione frutto
Cetriolo Resistenza virus
Broccoli Sviluppo pianta
Colza Resistenza erbicidi
Composizione degli acidi grassi nei semi
Soia
Resistenza erbicidi
Resistenza al cancro degli agrumi (Xanthomo-
Pompelmo P g
nas citri ssp. citri)
" Contenuto lignina; Contenuto tannini
Pioppo .
condensati
2 ODM, Oligonucleotide-directed g

repeats/CRISPR-associated systems.

Tabella 2. Esempi di modificazioni indotte con diversi approcci di genome editing in specie e per caratteri d’interesse agrario.

ALS

OsSWEET13, OsSSWEET14

OsEPSPS
Lox3
OsBADH2

TaMLO-A1, TaMLO-By,
TaMLO-D1

ALS

Ms26

IPK1 / PAT

ZmIPK1A, ZmIPK, ZmMRPy4
glossy2 (gl2)

Ms26, Ms45; ALS1, ALS2,
PAT

HvPAPhy_a
StSSR2

Viny

ALS

ANT1

RIN

elF4E

BolC.GA4.b

ALS

FAD2-1A, FAD2-1B

ALS1

CsLOB1

4CL1; 4CL2

Sostituzione base (gene editing)

Indels (gene knockout)

Sostituzione base (gene editing)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

Sostituzione base (gene editing)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout); Sostitu-
zione gene

Indels (gene knockout)
Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout), Sosti-
tuzione base (gene editing);
Aggiunta gene

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)
Inserzione promotore
Indels (gene knockout)
Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

Sostituzione base (gene editing)

Indels (gene knockout)

Sostituzione base (gene editing)

Indels (gene knockout)

Indels (gene knockout)

ODM

TALEN, CRISPR/Casg

TALEN
TALEN
TALEN

TALEN, CRISPR/Casg

ODM
Meganucleasi (I-Crel)
ZFN

TALEN, CRISPR/Casg

TALEN

CRISPR/Casg

TALEN

TALEN

TALEN

CRISPR/Casg
TALEN, CRISPR/Casg
CRISPR/Casg
CRISPR/Casg
CRISPR/Casg

ODM

TALEN

CRISPR/Casg

CRISPR/Casg

CRISPR/Casg

Okuzaki and Toriyama
2004

Li et al. 2012;
Zhou et al. 20152

Wang et al. 2015
Ma et al. 2015

Shan et al. 2015
Wang et al. 2014

Zhu et al. 2000; Zhu et
al. 1999

Djukanovic et al. 2013
Shukla et al. 2009

Liang et al. 2014

Char et al. 2015

Svitashev et al. 2015

Wendt et al. 2013

Sawai et al. 2014

Clasen et al. 2016

Butler et al. 2015

Cermak et al. 2015

Ito et al. 2015
Chandrasekaran et al. 2016
Lawrenson et al. 2015
Gocal et al. 2015

Haun et al. 2014

Li et al. 2015

Jiaetal. 2016

Zhou et al. 2015b

is; ZFN, Zinc finger nucleases; TALEN, Transcriptional activator-like effector nucleases; CRISPR/Casg, Clustered regularly interspaced short palindromic
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ducendo mutazioni specifiche in geni preselezionati me-
diante I'uso di oligonucleotidi da soli o combinati con la
tecnologia TALEN (Okuzaki and Toriyama 2004; Wang et
al. 2015). Nella stessa specie, la resistenza a Xanthomonas
oryzae pv. oryzae & stata perseguita inibendo con TALEN o
CRISPR/Cas I'espressione di due geni coinvolti nell’inte-
razione con il patogeno (Li et al. 2012; Zhou et al. 2015a).

Per il miglioramento della qualita, |a tecnologia TALEN
& stata applicata per silenziare i geni Lox3 e BADH2, coin-
volti, rispettivamente, nell’ossidazione degli acidi grassi e
nella sintesi di acido y-amminobutirrico. Le piante silen-
ziate mostravano un minor accumulo di composti coin-
volti nell'irrancidimento dei semi durante la conservazio-
ne o una maggiore sintesi di composti responsabili della
fragranza (Ma et al. 2015; Shan et al. 2015).

In grano tenero & stata riportata una delle applicazioni
piu interessanti delle tecnologie di genome editing. Infat-
ti, mentre in orzo sono note mutazioni al gene Mlo ca-
paci di determinare una resistenza recessiva verso tutte
le razze note di oidio (Blumeria graminis f. sp. hordei) in
frumento mutanti simili non sono mai stati identificati
a causa della natura poliploide del suo genoma, tuttavia
genotipi resistenti sono stati ottenuti silenziando tutti gli
omeoalleli nel locus Mlo (Wang et al. 2014).

In mais, piante tolleranti a erbicidi sono state ottenu-
te in diversi studi utilizzando le tecnologie ODM, ZFN o
CRISPR/Cas, per indurre mutazioni specifiche nel gene
endogeno dell’aceto lattato sintasi (ALS) oppure per in-
trodurre una copia di un transgene (pat) (Shukla et al.
2009; Svitashev et al. 2015; Zhu et al. 2000; Zhu et al.
1999).

Una Meganucleasi (I-Crel) o CRISPR/Cas & stata utiliz-
zata per indurre maschiosterilita genica grazie al knockout
di diversi alleli coinvolti in questo carattere (Djukanovic et
al. 2013; Svitashev et al. 2015). Il contenuto di cere della
cuticola fogliare & stato modificato mediante TALEN di-
segnate per il locus Glossy2 (Char, et al. 2015), mentre il
contenuto di acido fitico nei semi & stato ridotto sia con
approcci di gene knockout sia di gene replacement basati
sull’'uso di ZFN, TALEN o CRISPR/Cas (Liang et al. 2014;
Shukla et al. 2009). La tecnologia TALEN é stata utilizzata
anche in orzo per ridurre il contenuto di fitati (Wendt et
al. 2013).

In patata, TALEN appositamente disegnate sono state
utilizzate per silenziare i geni StSSR2 e Vlny, coinvolti,
rispettivamente, nell’accumulo di glicoalcaloidi e di zuc-
cheri riduttori durante la conservazione a basse tempera-
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ture (Clasen et al. 2016; Sawai et al. 2014).

| tuberi di patata modificati nel gene Viny accumulava-
no anche meno acrilamide in seguito a frittura. Inoltre, la
resistenza a erbicidi & stata ottenuta inducendo, mediante
CRISPR/Cas, piccole inserzioni e delezioni nel gene ALS
(Butler et al. 2015).

Tra le ortive, il miglioramento della qualita nel pomodo-
ro & stato perseguito con approcci TALEN o CRISPR/Cas
per inserire un promotore costitutivo davanti alla regione
codificante di ANT1, un fattore di trascrizione coinvolto
nella biosintesi di antociani, oppure per silenziare RIN,
un altro fattore di trascrizione coinvolto nella maturazio-
ne del frutto (Cermak et al. 2015; Ito et al. 2015).

Piante di cetriolo omozigoti resistenti a diversi virus
sono state ottenute inibendo, mediante CRISPR/Cas, en-
trambi gli alleli del gene elF4E, codificante per un fattore
di inizio della traduzione (Chandrasekaran et al. 2016). In-
fine, CRISPR/Cas & stato anche utilizzato per modificazio-
ni strutturali nella sequenza del gene BolC.GA4.b, coinvol-
to nella biosintesi di gibberelline, riducendo lo sviluppo di
piante di broccoli (Lawrenson et al. 2015).

Tra le colture d'interesse industriale, piante di colza re-
sistenti a erbicidi sono state ottenute utilizzando la tecno-
logia ODM per indurre le mutazioni desiderate nel gene
ALS (Gocal et al. 2015).

In soia, il contenuto di acidi grassi nei semi & stato mo-
dificato applicando TALEN disegnate per due geni codifi-
canti desaturasi (FAD2-1A, FAD2-1B) (Haun et al. 2014),
mentre, similmente ad altre specie, una mutazione speci-
fica & stata introdotta nel gene ALS1 utilizzando CRISPR/
Cas (Li et al. 2015).

Tra le specie arboree, risultati interessanti sono stati
riportati in pompelmo e pioppo. Mediante CRISPR/Cas,
piccole mutazioni strutturali sono state indotte nel gene
CsLOB1, coinvolto nella resistenza all’agente del cancro
batterico degli agrumi (Xanthomonas citri ssp. citri) ()ia et
al. 2016), e nei geni 4CL1 e 4CL2, coinvolti nell’accumu-
lo di lignina e tannini condensati in pioppo (Zhou et al.
2015b).

Prospettive

I moderni programmi di miglioramento genetico si ba-
sano sull’integrazione tra i tradizionali metodi di selezio-
ne fenotipica (pedigree, backcross, selezione ricorrente,
ecc) e le conoscenze molecolari (MAS, GS, piante geneti-
camente trasformate o editate).
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Le conoscenze dei genomi derivanti dai progetti di
sequenziamento, l'illimitata disponibilita di marcatori
molecolari e la loro automazione sta rapidamente trasfor-
mando il miglioramento genetico verso un processo con
un forte contributo genomico e bioinformatico che da pil
parti viene definito come next generation breeding (Baraba-
schi et al. 2016).

Le nuove conoscenze genomiche consentono inoltre
di esplorare la diversita genetica tramite approcci di ri-
sequenziamento, cioé il sequenziamento dei genomi di
numerose accessioni della stessa specie, condotti in pa-
rallelo alla tradizionale caratterizzazione fenotipica.

L'implementazione di queste conoscenze portera a bre-
ve ad un ribaltamento del modo tradizionale di analizzare
ed utilizzare la biodiversita disponibile. | dati di risequen-
ziamento consentiranno un’analisi in silico della diversita
allelica per ciascun gene noto (allele mining) con I'identi-
ficazione di nuove forme alleliche prima della loro verifica
a livello fenotipico.

Tuttavia, 'accurata determinazione dei caratteri fenoti-
pici (fenotipizzazione) & oggi, e rimarra anche in futuro,
una capacita fondamentale per la corretta associazione
tra marcatori molecolari e tratti fenotipici e lo sviluppo di
moderne piattaforme per la fenotipizzazione delle piante
rappresenta uno degli investimenti strategici per il futuro
del miglioramento genetico.

Con l'introduzione delle nuove tecnologie genomiche
il miglioramento genetico si trova alla vigilia di una rivo-
luzione che permettera un importante salto qualitativo
all’intero settore. Tuttavia, per sfruttare appieno le possi-
bilita offerte dalla genomica servono investimenti in stru-
mentazione ma soprattutto in risorse umane.

Nei prossimi anni, il miglioramento genetico vegetale
richiedera una nuova generazione di breeder capaci di an-
dare in campo a selezionare visivamente le piante, di leg-
gere le sequenze del genoma per identificare i marcatori e
di usare le risorse bioinformatiche per gestire la selezione
genomica. Inoltre il miglioramento vegetale trarra vantag-
gio dalle conoscenze di genomica funzionale che si tra-
durranno in piante geneticamente editate (o trasformate)
caratterizzate da nuovi caratteri non disponibili nel gene
pool della specie coltivata.

Come testimoniato dai risultati illustrati in precedenza,
il genome editing ha in sé una grande potenzialita, ma lo
sfruttamento di questa tecnologia richiede un forte inve-
stimento nel settore della genomica funzionale a partire
dagli studi sulle specie modello per giungere agli studi pit

applicativi sulle piante agrarie. Il genome editing richiede
una grande conoscenza dei geni e delle loro funzioni ed
in assenza di specifici investimenti in questo ambito sara
difficile riuscire a cogliere le opportunita che queste tec-
nologie offrono per sviluppare un agricoltura sempre pil
sostenibile.
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Un piano per lo sviluppo di biotecnologie sostenibili
sulle principali colture italiane

Obiettivo del piano del Mipaaf ¢é lo sviluppo di nuove varieta resistenti agli stress e alle
malattie, ma a due condizioni di base: la conoscenza di genomi sequenziati e la possibilita

di rigenerazione in vitro

A plan for the development of sustainable biotechnology

The objective of the plan, promoted by the Ministry of Agriculture, is the development of new varieties resistant to stress and
disease, but on two conditions: the knowledge of sequenced genomes and the possibility of regeneration in vitro

E g

Nel gennaio scorso il Ministero delle politiche agricole
alimentari e forestali ha stanziato 21 milioni di euro nella
Legge di stabilitd anche per il finanziamento del piti impor-
tante progetto di ricerca pubblica fatto nel nostro Paese sul
miglioramento genetico attraverso biotecnologie sostenibili.

Il piano ¢ articolato su tre anni e coordinato dal Crea, il piti
importante ente di ricerca italiano sull’agroalimentare, vigila-
to dal Ministero delle politiche agricole, che studia i sistemi
agricoli, le produzioni e gli alimenti e il loro impatto sull’'uo-
mo, dal seme alla tavola.

Coordina il progetto Alessandra Gentile, prorettore e pro-
fessore ordinario di Arboricoltura all’'Universita di Catania,
commiissario straordinario del Crea dal 2015.

Biotecnologie sostenibili

Il Piano triennale prevede iniziative di ricerca in labora-
torio, a legislazione vigente, con I'utilizzo di biotecnologie

come il genome editing e la cisgenesi. Questi strumenti pos-
sono consentire un impiego mirato del miglioramento ge-
netico, senza alterare le caratterizzazioni del nostro sistema
agroalimentare e migliorando le performance delle colture,
soprattutto riguardo alla resistenza alle malattie.

“I ricercatori italiani sono gia impegnati su questi fronti,
ma fino ad oggi le risorse investite da parte del Governo per
finanziare questi studi sono state limitate e frammentarie.
— spiega Alessandra Gentile — Verranno cosi potenziati i fi-
loni di ricerca gia attivi e avviati nuovi percorsi sulle colture
che caratterizzano di piti I'agricoltura italiana. Per la maggior
parte dei prodotti tuttavia servono ancora anni di studi in la-
boratorio, prima di poter arrivare alla fase sperimentale in
campo”.

Casi di applicazione

Il tratto essenziale che caratterizza queste biotecnologie &

B
—
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dato dalla possibilita di ottenere, in tempi piu rapidi rispetto
a quelli del breeding classico, genotipi molto simili a quelli
originari. Questo perché si interviene in modo preciso sul
gene endogeno target senza modificare le altre regioni ge-
nomiche e senza inserimento di elementi genici eterologhi.

“Con il Genome editing sono stati raggiunti alcuni risultati
interessanti per riso, grano, mais, patata e altre specie, per
quanto riguarda la resistenza ai patogeni e il miglioramento
della qualita dei prodotti. Negli ultimi anni la cisgenesi & sta-
ta utilizzata per migliorare la resistenza a patogeni in melo e
patata, modificare la forma e la crescita nel pioppo, ridurre il
contenuto di acido fitico nell’orzo, migliorare la qualita delle
proteine nel grano duro”.

Da questi presupposti parte il progetto del Crea, all'interno
del quale lavorano alcune delle piti importanti professionali-
ta italiane nel campo della ricerca agroalimentare.

“Ora puntiamo a nuove varieta resistenti allo stress e alle
malattie. Ma a due grandi condizioni: la conoscenza di geno-
mi sequenziati e la possibilita di rigenerazione in vitro.

Infatti in Italia, pur conoscendo il patrimonio genetico
di molte specie tipiche coltivate e, in alcuni casi, addirittu-
ra dell’intero genoma, siamo spesso costretti a importare
dall’estero i materiali di propagazione. E cosi nei nuovi im-
pianti finiamo per usare materiali genetici non sempre idonei
ai nostri ambienti, con la conseguenza di ritardi nell’aggior-

wvi
N

Favorevoli le societa scientifiche italiane

Su questo approccio si sono espresse favorevolmente
le principali societa scientifiche italiane: Consiglio Na-
zionale delle Ricerche (CNR), Societa Italiana di Gene-
tica Agraria (SIGA), Societa Italiana di Biologia Vegetale
(SIBV), Societa Italiana di Ortoflorofrutticoltura (SOI),
Societa Italiana di Agronomia (SIA), Societa Italiana di
Patologia Vegetale (SIPAV), Accademia dei Georgofili,
Unione Nazionale delle Accademie per le Scienze Appli-
cate allo Sviluppo dell’Agricoltura, alla Sicurezza Alimen-
tare ed alla Tutela Ambientale (UNASA), Associazione
Nazionale Biotecnologi Italiani (ANBI).

namento varietale, depauperamento delle risorse genetiche
autoctone, ripercussioni sulla sostenibilita economica delle
stesse produzioni”.

Biotecnologie sostenibili diverse da transgenico

“Tutte queste applicazioni potranno essere supportate at-
traverso la ricerca in laboratorio, in attesa che Bruxelles fac-
cia chiarezza sulla diversita di queste biotecnologie rispetto
al transgenico, aspetto che aprirebbe alla possibilita di speri-
mentazione in campo”.

Lltalia, insieme all'Olanda e diversi Stati membri, ha gia
sollevato piti volte il tema all’interno del Consiglio dei Mi-
nistri del’UE e la Commissione europea ha annunciato un
primo documento tecnico al riguardo.

Diversi documenti redatti da organizzazioni scientifiche
europee indicano che i prodotti delle tecniche di cisgenesi
e genome editing non rientrano nella casistica degli OGM
transgenici, dal momento che esse non sono diverse da
quelle ottenibili attraverso un miglioramento genetico con-
venzionale. Gli Stati Uniti, ad esempio, hanno gia dichiarato
che le piante ottenute attraverso il genome editing non sono
da considerare OGM - e allo stesso modo si & recentemente
espressa anche la Svezia con riferimento a due specifici pro-
dotti - ed & gia stato redatto un parere del’EFSA nel 2012 su
richiesta dell’UE in cui si conclude che le piante ottenute per
cisgenesi non presentano differenze rispetto a quelle costitu-
ite attraverso un normale processo di incrocio.

Il progetto riguarda le specie agrarie piti importanti per il
nostro sistema agroalimentare, e sara gestito dal Crea con la
partecipazione di diversi istituti di ricerca nazionali e la colla-
borazione con istituti internazionali, competenti per queste
metodologie di intervento.

dal Seme - n° 2 /16



statistiche

Superfici di colture da seme nelle campagne dal 2011 al 2015 (ettari)

AGLIO
AGROSTIDE TENUE
AVENA

AVENA FORESTIERA

BARBABIETOLA DA FORAGGIO

BARBABIETOLA DA ZUCCHERO

BROMO

CANAPA (DIOICA)
CANAPA (MONOICA)
CAROTA

CARTAMO

CAVOLO DA FORAGGIO
CAVOLO VERZA

CECE

CICORIA INDUSTRIALE
CIPOLLA

CoLZA

COTONE

ERBA MAZZOLINA
ERBA MEDICA
FACELIA

FARRO DICOCCO
FARRO MONOCOCCO
FAVA

FAVINO

FESTUCA ARUNDINACEA
FESTUCA ROSSA
FESTUCA PRATENSE
FIENAROLA DEI PRATI
FLEOLO

FRUMENTO DURO
FRUMENTO TENERO
GINESTRINO

GIRASOLE

IBRIDI SORGO PER ERBA SUDANENSE

LATTUGA

LENTICCHIA

33,85

1.085,02

126,13

4-395:39

12,65

0,75

356,08

295,30

128,07

10,00
17.298,59
9,65
139,04
95,51
1,90
3.632,39
5,54

19,68
49:599,86
20.888,21
73,56
1.771,58

17,64

28,86 30,35
1.734,96 1.256,42
125,99 295,53
61,95 74,30
3.728,28 2.584,26
16,76 22,54
2,00 1,50
668,72 845,72
480,20 543,80
84,51 219,90
20.934,92 20.035,27
6,45 0,91
176,06 72,27
67,24 23,00
24,65 41,40
2.801,23 2.689,01
6,54 1,00

- 2,00
73.672,88 72.958,28
25.707,33 27.859,15
65,65 16,54
2.791,51 2.874,01
29,74 53,76

|
53

29,59

941,83
10,00
140,91
3.483,04

36,41

1.259,66

343,60

195,45

19.888,92
3,18
106,63
13,00
58,03
2.742,51

1,00

67.907,32
27.497,56
32,20
1.709,93
38,54

31,14

1380,6
2
211,54

2.938,68

89,88
8,18

7530

1
27.133,96
8,17

146
54,00
47,29
3.377,93
783

70948
24290,9
18,49
624,59

12,15

5,24

46,59
-80,00
50,12

-15,63

146,86

74,53

-25,50

-37,34

-61,47

36,43
156,92
36,92
315,38
418,51
23,17
683,00

4,48

-11,66
-42,58
-63,47

-68,47

..segue
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- - - 2,96

LINO DA OLIO
LOIETTO IBRIDO
LOIETTO ITALICO (*)
LOIETTO PERENNE
LUPINELLA

LUPINO BIANCO
LUPINO SELVATICO
MAIS

NAVONE

ORZO

PATATA

PISELLO DA FORAGGIO
PLANTAGO LANCEOLATA
PREZZEMOLO

RAFANO OLEIFERO
RAPA

RAVANELLO
RAVIZZONE

RISO

SEDANO RAPA

SEGALE

SENAPE BIANCA
SENAPE BRUNA

SOIA

SORGO

SPELTA

SULLA

TRIFOGLIO ALESSANDRINO
TRIFOGLIO BIANCO
TRIFOGLIO IBRIDO
TRIFOGLIO INCARNATO
TRIFOGLIO PERSICO
TRIFOGLIO PRATENSE
TRITICALE

VECCIA COMUNE

VECCIA VELLUTATA o di Narbonne

Totale generale

(*) Superficie controllata comprensiva di produzioni di secondo taglio

4512
4.730,10
23,88
70,40

27,45

6.107,90
2,70
7.770,18
189,15
1.151,64

9,00

14.729,59

359,67
2,00
13,00
8.178,70
47,82
2,00
161,85
6.333,14

2,60

1.277,36
744,60
154,16
1.737,81
3.461,66
5579

157.385,76

69,43
4.256,41
81,77
19,24

20,00

8.261,75
7:30
9.441,12
167,90

473,72

5,00

5,00

1,00

13172,94

344,32
2,00
23,00
6.339,28
33,26
8,00
183,98
6.951,52
1.210,93
438,89
105,64
2.572,91
1.415,53
106,03

188.934,30

13,44
4.571,78
42,22
54,77
6,15
2,00
8.311,52
4,00
9.424,01
130,09

689,83

23,80

10.289,67

419,27
10,50
38,46
8.631,32
71,23
10,09
63,00
10.462,01

2,00%

1.607,29
345,62
113,21
2.291,22
1.862,40
102,62

192.783,10

)

3.468,97
3,55
69,77
33,89
12,22
7-554,12
9,00
8.377,52
140,60

951,13

47,50

10.627,31

41510

7,00

10.102,38
18,51
68,80
75,78
13.087,74

1.436,41
621,13
195,02
2.482,47
2.251,76
108,55

188.716,59

530
3.038,50

35,86
31,12
13,00
5.702,78
4,00
8245,25
115,03

1.390,05

64,50

11.174,56

526,8
11,00
35,83
1.787,60
23,71
60,37
59,01
13.420,83

1.499,73
429,53
224,90
240114
2.373,96
107,78

195.358,54

Variaz. % 2015/2014

100,00

112,41
100,00
-48,60
-8,17
6,38
24,51
-55,56
1,58
118,19

46,15

35,79

3,52
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statistiche

Quantitativi di sementi certificate nelle campagne dal 2010-11 al 2014-15 (tonnellate)

AGLIO 52,00
AGROSTIDE STOLONIFERA 0,59
AGROSTIDE TENUE 3,41
AVENA 2.526,48

AVENA ALTISSIMA
AVENA BIONDA

AVENA FORESTIERA

BARBABIETOLA DA FORAGGIO 210,30
BARBABIETOLA DA ZUCCHERO 4.508,12
BROMO

CANAPA DIOICA 0,93
CAVOLO DA FORAGGIO 9,53
CAVOLO VERZA

CECE 312,68
CICORIA INDUSTRIALE 126,90

CODA DI VOLPE

COLZA 84,91
COTONE

ERBA MAZZOLINA 22,50
ERBA MEDICA 7.132,87
ERBA MEDICA IBRIDA 24,00
ERBA SUDANENSE 6,51
FACELIA 0,30
FARRO DICOCCO 130,78
FARRO MONOCOCCO 14,20
FAVA

FAVINO 5.276,99
FESTUCA INDURITA 102,03

FESTUCA ARUNDINACEA

FESTUCA OVINA

FESTUCA PRATENSE 20,00
FESTUCA ROSSA

FLEOLO 78,50
FRUMENTO DURO 150.114,52
FRUMENTO TENERO 111.514,81
GINESTRINO 50,60
GIRASOLE 1.754,28

IBRIDI DI FESTUCA PER LOLIUM

IBRIDI SORGO PER ERBA SUDANENSE 69,57
LENTICCHIA

LINO OLEAGINOSO

36,32
0,36

1.921,40

171,26

14.445,71

529,88

197,70

114,46

18,76

9.005,92

9,84
439
243,23
31,50

4.599,85
80,40

507
88,25

167.242,42

115.940,26

26,39
2.672,89

|
55

47,00

2,02
3.699,99
6,72
2,00
146,25
95,88

8.525,95

1,40

0,95

570,65

170,15

21,96

8.971,61

12,88

3,73
71,68

4.497,42
53,70
0,86

111,00
8,52

28,70

205.367,51
130.278,30

36,73
2.222,08
1,48

125,76

20,46 9134
1,60
170 5,94
2.102,62 2.533,66
12,00 5,00
1,70 1,50
180,00 117,45
77,30 129,75
5:597,24 6.564,22
6,08 3,62
1,04 0,15
645,98 861,79
457,00 170,22
2,17
154,80 213,37
42,10 94,84
9.119,52 8.354,06
45,57 105,36
87,90 176,20
150,20 85,30
25,90 10,00
37,00 90,00
4.146,13 4.675,87
72,09 93,81
53,88 67,40
13,98 1,95
33,17 29,00
190.167,56 196.369,91
125.036,89 117.533,89
51,00 34,61
2.982,92 3.416,99
197,91 382,50

102,05

100,00

249,41
20,50
-58,33
-11,76
34,75
67,85

17,28

-40,46
-85,58

3341
62,75

37,84

125,27
-8,39
131,20
100,46
-43,21
61,39
143,24

12,78

3013

93,27

...segue
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statistiche

SPECIE 2010-2011 2011-2012 2012-201 2013-201 2014-201 % 2015/201
3 3-2014 4-2015 5 4

LOIETTO IBRIDO
LOIETTO ITALICO
LOIETTO PERENNE
LUPINELLA IN GUSCIO
LUPINELLA SGUSCIATA
LUPINO BIANCO
LUPINO SELVATICO
MAIS

MISCUGLI

NAVONE

ORZO

PATATA

PISELLO DA FORAGGIO
POA PRATENSE
RAFANO OLEIFERO
RAPA

RAVANELLO
RAVIZZONE

RISO

SEGALE

SEMENTI COMMERCIALI
SENAPE BIANCA
SENAPE BRUNA

SOIA

SORGO

SPELTA

SULLA IN GUSCIO
SULLA SGUSCIATA
TRIFOGLIO ALESSANDRINO
TRIFOGLIO BIANCO
TRIFOGLIO IBRIDO
TRIFOGLIO INCARNATO
TRIFOGLIO PERSICO
TRIFOGLIO PRATENSE
TRITICALE

VECCIA COMUNE
VECCIA PANNONICA
VECCIA VELLUTATA e Narbonne

TOTALE

109,23
8.641,13
125,32
43,20
39,00

24,00

27.980,66
10.159,08
474
26.229,01
1.658,61
1.856,75
1,14
125,58

60.074,08
1.250,65
643,30
2,23
24,53
17.867,89

296,26

34,50
83,35
3.554,79
3544
21,20
1.310,81
362,40
200,08
5-331,74

5-392,74

90,45

457.722,20

92,48
8.503,99
210,10
43,00
19,50

21,20

33.893,74
9.805,94
1,48
25.990,05
1.511,87

1.520,29

718

56.644.35
1.253,50
957,91
1,52
23,99
1332154

293,25

51,42
3.544,44
57,10
14,45
1.290,65
475,98
172,12
6.895,44

5.314,84

144,55

489.599,38

|
56

34,36
7.739,95
135,42

7,25

29,23

35.090,14
9.083,91
5,05
34.793,85
863,46
1.825,24

10,08

0,35
43.602,81
1.317,52
682,97
2,47
37,27
9.621,31
317,09
17,38
9,00
10,80
3.060,90
18,29
26,70
947,92
325,53
291,70
11.659,51
3.021,34
29,38
192,80

530.034,75

31,40
7.232,32
124,04
39,25
13,40
22,78
2,38
34.564,91
9-571,12
2,33
29.266,76
1.124,56
1.350,64
4,88

20,51

43.033,30
1.127,28
627,45
423
35,33
17.605,78
285,66
16,63

12,88
5.235,15
77,50
0,40
1.243,01
271,98
360,97
11.442,94
2.350,48
3,88
184,57

508.813,94

8.945,88
84,45
36,45
4,00
59,05
17,84

33.830,11

10.016,26
8,49

29.655,64

1.163,54

2.087,75
3575
44,20

42.47539
1.053,68
859,01
41,36
7,00
26.828,42
692,93

50,70

14,45
6.007,14
30,26
2,00
1.084,13
375,08
340,01
10.492,90
2.717,05
20,00
179,25

521.441,04

71,34
23,69
-31,92

7,13
70,15
159,22

649,58

-2,13

4,65
264,38

1,33

3,47

54,57
632,58

115,50

-1,30
-6,53
36,90
877,78
-80,19
52,38
142,57

204,87

12,19
14,75
-60,95
400,00
-12,78
37,91
-5,81
-8,30
15,60
415,46
-2,88

2,48
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