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1 Introduzione

1.1  Importanza economica del finocchio

by

Il finocchio € una specie diploide (2n=2x=22), ghlma, appartenente alla famiglia
delle Umbrellifere, originaria del bacino del medianeo dove cresce spontaneamente
negli incolti. Gia conosciuta dagli antichi Egizilai Greci che lo chiamavano
“marathon” (da cui Maratona = campo di finocchij)la Romani che facevano grande
uso di spezie selvatiche per profumare gli ambjemtiizie sulle prime coltivazioni di
finocchi sono riportate da alcuni scrittori italiggia nel *500.

Il genere Foeniculum fu descritto da Miller nel 1768che lo separdo da quello
dell Anethumindicato in precedenza da Linneo, e lo distinséaaniculum vulgarehe
comprende le cultivar di finocchio dolce (var. aylai cui si utilizza il grumolo e
Foeniculum sativurgoltivato per i semi caratterizzati da aroma isten

E una pianta caratterizzata da radice fittonanoglié pennatosette con divisioni
capillari nella parte superiore; in quella infedote guaine fogliari, strettamente
embricate e avvolgenti il breve caule vanno a tiosti la parte edule detta “grumolo”.
Le infiorescenze sono ad ombrella mentre i frtticscostituiti da acheni.

Il finocchio € uno degli ortaggi piu graditi, pitoldi e profumati utilizzati dalla
gastronomia nazionale. In cucina il grumolo viermmsumato crudo, in insalata o
pinzimonio, oppure cotto. In cosmesi la polveraveta dalla pianta viene utilizzata per
maschere rivitalizzanti. Dal punto di vista nutizale il finocchio (Banca Dati Alimenti
INRAN) si caratterizza per il basso contenuto eegcg con sole 9 kcal/100 g,
rientrando quindi tra gli ortaggi ipocalorici conaielevata quantita di fibra ideale per le
diete moderne, per il contenuto in sali mineraliparticolare di potassio e per I'elevata
quantita di vitamina C pari a 12 mg/100 g corrisgemti al 20% del livello di

assunzione giornaliera raccomand&adqommended Daily AllowandgDA, tabella 1).
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| semi, ottenuti recidendo le ombrelle, vengondiaztati per aromatizzare carni, pesce,
verdure, dolci, liquori. La pianta di finocchio arficolarmente ricca di oli essenziali, i
cui componenti principali sono I'etere fenolicortsaanetolo ed il monoterpene fencone.
Altri importanti componenti contenuti in quantitanabili sono estragolo, p-anisaldeide
e terpeni; nel loro insieme queste molecole cosdeno a tutte le parti della pianta,
oltre che un aroma caratteristico, importanti pietarfarmacologiche. L'olio essenziale

e utilizzato come espettorante, antispastico neaséinte la secrezione gastrica.

Tabella 1 Valori nutrizionali medi, contenuto medio di satinerali e vitamine per
100 g di prodotto edule

Energia 9 kcal — 38 kj
Protidi 12¢g

Glucidi 2049

Fibra 2,29
Potassio 394 mg
Calcio 45,0 mg
Magnesio 16,0 mg
Selenio 0,9 mg
Vitamina A 2,0 ug

Acido ascorbico 12,0 mg

Fonte: Banca Dati Alimenti INRAN-Roma

L’Italia produce circa 1'85% di grumoli a livello andiale e le regioni maggiormente
interessate sono la Puglia (30%), il Lazio (11%), Marche (9%); nel mondo la
diffusione del finocchio interessa la Turchia, la@i& I'Egitto e il Marocco. In Italia

unitamente a cavolfiore, broccolo e indivia, ragerda una delle piu diffuse colture
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orticole autunno-invernali in colture sia principsila intercalari. Solo di recente con la
valorizzazione di particolari cultivar e con l'inggo di ibridi F si & sviluppato come

coltura primaverile-estiva in ristretti areali dbhsso Veneto e della provincia di
Mantova o nella Piana del Fucino in Abruzzo. D&8TAT 2007 indicano una superficie
totale investita per la coltura in Italia di 234@®ari per una produzione di 5,5 milioni
di quintali alla raccolta. L'esportazione € dednan modo particolare a Francia,

Germania, e Svizzera.

1.2  Miglioramento genetico del finocchio

Da una indagine bibliografica delle attivita svaid settore del miglioramento genetico
del finocchio da grumolo si evidenzia un numerg@esidi lavori che denota uno scarso
interesse da parte dei genetisti di tutto il moatle problematiche di questa specie. In
Italia la ricerca ufficiale si & occupata del fich@ in modo del tutto marginale e per
aspetti diversi da quello del miglioramento gereetiolo negli ultimi anni sono stati
finanziati progetti di ricerca nazionali volti aligioramento della specie. Si ricordano i
progetti finanziati dal Mipaf all’lstituto speriemtale per l'orticoltura, sezione di
Ascoli Piceno, e al Dipartimento di produzione e dell’'Universita della Tuscia
(Viterbo), entrambi finalizzati all’ottenimento, mhi@nte selezione genealogica, di
nuove varieta caratterizzate da una migliore cualél grumolo, da una stabilita delle
rese, da resistenza a stress biotici (malattieifie)ge abiotici (freddo). Nell’ambito
delle attivita di ricerca svolte negli ultimi ansno da citare gli studi condotti presso il
Dipartimento di Biologia delle Piante dell’'Univetdidi Firenze e l'istituto di Genetica

Vegetale di Firenze dove é stata valutata la staljenetica di rigeneranti ottenuti da



organogenesi ed embriogenesi somatica tramite toairé®APD e marcatori universali
cloroplastici (Vendramirt al, 2004).

E da segnalare, presso l'universita della Tusci¥itirbo, lo sviluppo di tecniche di
colture in vitro i cui risultati si sono concret&z nell’ottimizzazione di una tecnica di
micropropagazione per il mantenimento dei paremtaschiosterili; sono stati ottenuti
rigeneranti di embrioni somatici, partendo da espifogliari (Saccardo, 2002) ed
inoltre l'induzione di variabilita somaclonale ni&hocchio da seme ha permesso di
selezionare su filtrato tossico cloni resistenpatogeni fungini. Questi stessi metodi
potrebbero essere applicati sul finocchio da gronmérmettendo di ottenere linee
parentali resistenti a stress, da utilizzare nieglioci per la produzione di ibridi;Fdi
interesse maggiore.

Per molti anni sul finocchio da grumolo é statali@gpa una sorta di selezione massale
da parte degli agricoltori che destinavano alladpmione di seme le piante migliori,
spesso tali per possibili incroci spontanei, eetlifto senza utilizzare una qualunque
forma di isolamento. In questo modo €& possibile liovigre alcuni caratteri a
determinismo monogenico mentre scarsi sono i gsulguando si tratta di caratteri a
variabilita continua come le caratteristiche deingolo.

Nel tempo si e resa necessaria all'interno delovastiendario di coltivazione una
diversificazione netta dei tipi per una giusta @céizione temporale, rispondente alle
caratteristiche fisiologiche. Cio al fine di evi#asovrapposizioni o mescolanze di
genotipi, con diverso adattamento alle temperatugecontemporaneita di maturazione
e necessaria essendo il finocchio un ortaggio eol&c unica; essa € la conseguenza
prima dell’'uniformita del ciclo vegetativo e consgerche tutti i grumoli giungano a
maturazione commerciale nello stesso momento aggitt di una maggiore uniformita

di pezzatura. Oltre ai difetti derivanti dalla ma@zione non contemporanea ce ne sono



di piu gravi quali la presenza di abbondanti ricaascellari, la forma appiattita,
I'eccessiva fibrosita e spugnosita delle guainesuacettibilita alle fessurazioni delle
stesse, la scarsa compattezza del grumolo, lasitéeti forma e colore con presenza
contemporanea di grumoli tondeggianti e piu o mahomgati e grumoli perfettamente
bianchi con altri in cui diffusa ed evidente é lalotazione verde; non ultima, tra i
difetti, e la sensibilita allimbrunimento post-cauta.

Attualmente le popolazioni e varieta coltivate talih, selezionate attraverso metodi di
miglioramento genetico convenzionale (selezione salase genealogica) possono
essere suddivise in base all’epoca di semina:vaunlta semina estiva primaverile
precoci (80-90 giorni) tra cui Mantovano, Biancatle Spring; cultivar a semina estiva
precoci (80-90 giorni) tra cui Precoce di Sarnoedece d’ltalia e Tusco; cultivar
medio-tardive (110-130 giorni) tra cui Romanescontiho, Montebianco; cultivar
tardive ( oltre 160 giorni) tra cui Tardivo di SarMontebianco RF-6 e Brino.

In tutti gli ambienti si usano selezioni locali arieta derivanti da selezioni locali ma,
ormai prevalente, € I'impiego di ibridi;FLarga diffusione oggi in coltura trovano
soprattutto ibridi Clause, Asgrow e Bejo.

La realizzazione di ibridi fnecessita la presenza nelle specie di meccanisiugii
tali da favorire I'incrocio tra le linee parentalelezionate; difatti il miglioramento
genetico del finocchio ha uno dei suoi punti dizeomella produzione di ibridi.F
attraverso lo sfruttamento della CM&ytoplasmic _Mile Serility), caratteristica
individuata dalla Clause probabilmente in una papioine locale italiana (Acciarri,

2001).



1.3 Gli ibridi F1 nel miglioramento genetico delinhocchio

Nel finocchio l'ottenimento di seme ibrido; Frappresenta un traguardo molto
importante per raggiungere una elevata resa pieduttina migliore qualita del
grumolo e una maggiore resistenza ai fattori cliona@t parassitari. In particolare difetti
come la disformitd del prodotto, la non contempeii@n di maturazione, la
conservabilita, la suscettibilita della colturaiagiess biotici $clerotinia sclerotiorum,
Erysiphe umbrelliferarumcimici, afidi, ecc) possono essere superati nedladizione
ibrida (Saccardo, 2002). Tali vantaggi si manifestaella combinazione di caratteri
favorevoli presenti nelle linee parentali e peffahomeno del lussureggiamento si
evidenziano nelle condizioni di eterozigosi. L'oft@ento di ibridi i in finocchio
passa attraverso diverse fasi di lavoro:

e Produzione di linee parentali maschiofertilselezione ed autofecondazione
controllata di piante di interesse agrario da papiohi locali e commerciali di
finocchio. Attraverso piu cicli di autofecondazioseottengono linee parentali
isogeniche fertili utilizzate per la realizzaziodeibridi F;; le progenie sono
valutate per caratteri morfologici (peso del grumoldimensioni, forma
appiattita o globosa, colore, ricacci ascellarifigologici (ciclo vegetativo,
resistenza a stress biotici e abiotici);

e Individuazione di linee maschiosteriliselezione di piante maschiosterili
nellambito di popolazioni di finocchio a ciclo esi-primaverile e loro
caratterizzazione genetica;

* Produzione di linee parentali maschiostertliasferimento della CMS da piante

donatrici alle linee selezionate tramite il metat#b reincrocio; (figura 1a e 1b)



* Produzione e selezione delle migliori combinazibride: produzione di diverse
combinazione ibride, valutazione agronomica a rd&eepoche di impianto e
analisi della qualita del grumolo delle stesse;

Normalmente sono necessari molti anni prima di pnede selezionare le linee pure. Il
metodo piu utilizzato si basa sull'autofecondazjoetee non solo € il metodo classico
pil veloce ma consente anche I'eliminazione sp@#ati genotipi con alleli deleteri
che vengono espressi nelle progenie da autofecmm#azlo sviluppo di nuovi
strumenti di miglioramento genetico ha consentibche I'utilizzazione di tecniche
differenti. Tra queste, particolare interesse hsciéato la produzione di aploidi ed |l
successivo raddoppiamento del loro corredo cromason®li aploidi possono essere
ottenuti in molte specie vegetali tramite la catali antere, di microspore o di ovuli e,
nel momento in cui & disponibile il protocollo parloro produzione, questa tecnica in
vitro puo risultare estremamente efficiente perdpree in poco tempo un elevato
numero di individui aploidi. Il raddoppiamento crosomico degli aploidi (effettuato
tramite colchicina, orizalina o rigenerazione itr@) consente poi la produzione di linee
pure omozigoti. Tra queste si sceglieranno quelle @roducono le migliori
combinazioni ibride.

Al fine di incrementare le rese di semggdeér pianta sono state messe a punto tecniche
di impollinazione in ambiente protetto, sia manuelie con l'utilizzo di mosche
carnarie.

Cio costituisce un problema che ricorre abbastdreiguentemente, soprattutto se si
pensa che i parentali coinvolti sono linee pure @helte soffrono di bassa fertilita. E
proprio per rimediare a questo fattore limitante ahmais fu proposta la produzione di
ibridi a 3 e a 4 vie, con maggiori garanzie nelladuzione di seme.

Un altro fondamentale aspetto legato alla prodweidinibridi R € quello dei costi. Le
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operazioni di emasculazione, impollinazione, canafjgio, eliminazione dei frutti che
derivano da autofecondazione spontanea etc, sdreanesnente costose e possono far
lievitare i prezzi ad un valore tale da non esgievantaggioso economicamente. Per
alcune colture, tipo mais, la struttura fioralegbsizione dei fiori maschili e femminili
rende le operazioni di emasculazione ed impollo@&iabbastanza semplici, seppure
costose. Per altre, pero, oltre ai costi si devaharconsiderare la difficolta con cui le
operazioni di emasculazione ed impollinazione vewgevolte. E questo il caso del
frumento, che presenza una impollinazione cleist@gaSono stati quindi proposti e
sperimentati approcci alternativi per ridurre i tca produzione di seme ibrido. Tra
questi, particolarmente interessanti, sono stailligoasati sull’'uso di sostanze chimiche
gametocide che, applicate sulle piante portaseméycono sterilita del polline.
Ovviamente tali sostanze non devono alterare innatoodo la fertilita femminile né
avere effetti negativi sulla pianta. Sono indicatgprattutto quando la fioritura e la
maturazione dei gameti maschili delle varie piaptesenti nel campo avvengono
contemporaneamente, cosi da limitare gli interverdd uno o due.
L’autoincompatibilita, infine, garantendo [I'impaiazione incrociata a causa
dell'impossibilita del polline prodotto dal portase di fecondare gli ovuli, rappresenta
un’ulteriore strategie per I'abbattimento dei cdsgati alla produzione di seme ibrido.
Tuttavia, la strategia piu utilizzata per la prodae commerciale di seme ibrido a costi
relativamente bassi € quella che si basa sull'ustla dnaschiosterilita, la quale

rappresenta un mezzo molto efficace di emasculazienetica.
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1.4 La maschiosterilita nelle specie di interes agrario

La maschiosterilita € un fenomeno molto diffuso reno vegetale ed e legato alla
produzione di gameti non funzionali o nella mangataduzione di gameti maschili.
Come manifestazione fenotipica la maschiosterditassociata ad un ampio spettro di
anormalita riproduttive. In alcuni casi, infattigéni che determinano la maschiosterilita
causano trasformazioni omeotiche degli stami iralp€tenotipo petaloide) o degli
stami in carpelli (fenotipo carpelloide). Talvolta, maschiosterilita non é dovuta ad
alterazioni della meiosi o del processo di matunaei del polline, ma piuttosto
all'impossibilita di una regolare deiscenza delleteae in seguito alla mancata
degenerazione delle cellule dello strato del tapp®fiu frequentemente, tuttavia, i
processi di sporogenesi e gametogenesi risultaieoatl e il mancato sviluppo o lo
sviluppo limitato delle antere é soltanto la deiettonseguenza della incapacita di
formazione del polline. In alcuni casi, infine,piblline & apparentemente normale, ma
non risulta funzionale. La maschiosterilita € coltéta da fattori genetici (ms genetica),
citoplasmatici (ms citoplasmatica) o da entramts qanetico-citoplasmatica).

La maschiosterilita genetica € controllata geneeakbe da un singolo gene nucleare allo
stato recessivo (ms). E stata riscontrata in nuseespecie ed in quelle estensivamente
studiate a livello genomico, come mais, orzo e padono, diversi geni difettosi
implicati nella determinazione della fertilita mhge sono stati localizzati in piu gruppi
di associazione. In mais, ad esempio, al momento soti almeno 20 geni responsabili
del fenotipo maschiosterile. Il grosso inconvergenhe limita lo sfruttamento della
maschiosterilitd genetica per la produzione di sémdo e legato all'impossibilita di
avere individui al 100% sterili. Cio rende diffito$a I'eliminazione dei genotipi fertili
nell'incrocio di mantenimento. Le piante maschia$ieinfatti, hanno un genotipo

MsSmSs e possSono essere mantenute soltanto attrdinecsocio con piante isogeniche
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ma maschiofertili eterozigoti. La meta delle piapt®dotte da un incrocio msms X
Msms sara maschiofertili (Msms) e l'altra meta nhéssterile (msms). Generalmente si
ovvia a tale inconveniente propagando le linee msiilizzando marcatori molecolari
o selezionando questi genotipi alla fioritura, @zéwne praticamente possibile soltanto
se il gene della ms e pleiotropico o e strettamass®ciato ad un gene che si manifesta
fenotipicamente sempre prima della fioritura (acnegio il gene marcatore che
determina il colore rosso dell'ipocotile delle faglcotiledonari in girasole). Molti
approcci molecolari sono stati usati per regolarenhschiosterilita genetica tra cui la
trasformazione genetica. Cio € particolarmentebisgtper le colture ortive che sono in
grado di rigenerare in vitro e per le quali soratistessi a punto buoni protocolli di
trasformazione genetica.

Il secondo tipo di ms €& determinata da geni préssit mitocondri ed € pertanto
denominata maschiosterilita citoplasmatica. In tueaso le piante maschiosterili usate
come genitore femminile producono seme solo in gmes di un impollinatore
maschiofertile. Il seme ibrido prodotto dara orgyiperd solo a piante maschiosterili in
quanto il citoplasma dello zigote e fornito eschasnente dalla pianta madre
maschiosterile. Pertanto, questo tipo di ms € faggde utilizzato nella costituzione di
varieta ibride in specie nelle quali il seme ngompr@senta il prodotto principale, come |l
finocchio, la cipolla e le specie da fiore. A caukd suo valore nella produzione di
seme ibrido, i sistemi di maschiosterilita citophatica sono stati identificati e
caratterizzati in molte specie di interesse agrafversi tipi di citoplasmi
maschiosterili, ad esempio, sono stati identificagenotipi comunemente utilizzati nei
programmi di miglioramento genetico. | piu noti eoih citoplasma “T” di mais, il
citoplasma “pol” della colza, il citoplasma “S” ¢kl cipolla. Almeno 14 geni

mitocondriali associati alla ms citoplasmatica setati identificati mediante tecniche di
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mappaggio fisico comparativo e/o analisi dei prdfil espressione di piante sterili,
fertili, e fertili ristorate. Tali geni sono spessbimerici, derivando dalla fusione di
porzioni di geni con funzioni e origine sconoscigih in molti casi le sequenze che
determinano CMS non sono correlate tra di essi.

L'ultimo tipo di maschiosterilita risulta dalla erazione di fattori citoplasmatici e
nucleari e per questo € denominata genetico-cgam#ica. In questo caso le piante con
citoplasma S non sono necessariamente maschipptadhé la presenza di particolari
geni, detti ristoratori (R), con sede cromosomioa ppristinare del tutto o in parte la
fertilita maschile. Gli impollinatori in grado diofnire progenie maschiofertili sono
dotati di geni R che permettono la produzione diim® funzionale, sovrapponendosi
all'azione sterilizzante del citoplasma S. In maisno noti almeno quattro geni
ristoratori della fertilita: Rfl, Rf2, Rf3 e Rf4.dW'utilizzazione della ms genetico-
citoplasmatica €& necessario disporre di una linemrtapeme maschiosterile
citoplasmatica (la quale non produce polline), da Uinea mantenitrice isogenica ma
maschiofertile (che produce polline) ed una linstoratrice omozigote dominante al
locus R (la quale produce polline). In questo mddwgrocio di mantenimento produrra
una progenie tutta sterile, mentre I'incrocio pesdurre la i dara una progenie tutta
fertile. La ms genetico citoplasmatica e quella pangamente utilizzata per la
produzione di ibridi Fin numerose specie. Inoltre & quella che meglipresta nella
costituzione delle varieta ibride in quelle spedte il seme € il prodotto principale,
come sorgo e girasole. Essa potra essere ancorgilgaata quando saranno superati
alcuni problemi che, a volte, si hanno con la stilzzazione. Essi sono legati alla
identificazione e selezione di linee di mantenirnenti ristorazione (e in questo caso le
tecniche di ingegneria genetica possono essereadidg aiuto), all’assenza di effetti

negativi associati alla ms (ad esempio una maggsuscettibilita alle malattie),
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all’'efficienza fotosintetica e alla morfologia fele.

Figura 1a: particolare di infiorescenza Figura 1b: particolare di infiorescenza
maschiofertile. maschiosterile.

1.5 | marcatori molecolari e la selezione assita da marcatori (MAS)

Un settore di notevole interesse e grandi poteit&ziaperto dalle biotecnologie € quello
dell'analisi del genoma basata sulla rilevazionendrcatori molecolari. E un settore in
continua e rapida modificazione al quale contriboi®, da un lato, la disponibilita di
strumentazioni sempre piu affidabili e, dall’altte, sempre migliore conoscenza della
struttura, dell’organizzazione e delle funzioni legidi nucleici. Dall'inizio degli anni
'80 i marcatori molecolari sono stati utilizzati Bumerose specie di interesse agrario,
tra cui patata, pomodoro, maidBeassica spp Il principio su cui si basa I'applicazione
di quest'ultimi deriva dal fatto che la loro rivelane non é direttamente riferibile
all'attivita di specifici geni, come per i caraitenorfologici o gli isoenzimi, ma si basa
direttamente sull'identificazione di differenze laekequenza nucleotidica del DNA
(inserzioni, delezioni, inversioni, ecc) che cassite il genoma di ogni individuo. Tali
marcatori rispetto ai marcatori morfologici presemd numerosi vantaggi. Essi, essendo

espressione del genotipo e non del fenotipo, ndrissono interferenze da parte
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dell’ambiente, possono essere evidenziati nellmeiiasi di sviluppo della pianta e con
pochissima quantita di tessuto e non hanno efletéteri sulla morfologia della stessa
(fenotipo-neutrali).

Diversi tipi di marcatori sono oggi utilizzati neliglioramento genetico, ciascuno con
caratteristiche pilt o0 meno idonee ai diversi soby@ si prefigge I'analisi molecolare a
livello del DNA. Essi essenzialmente si basano sa dpprocci, che possono essere
alternativi o combinati in vario modo: la digestiodel DNA con enzimi di restrizione e
'amplificazione del DNA mediante reazione a catedalla polimerasi (PCR,
Polymerase @Gain Reactior). La scelta dei vari tipi di marcatori, puo dipenel anche
dal tipo di attrezzature richieste per poter realie le varie tecniche, dal loro costo e
dalla rapidita di impiego. Tra i marcatori moleaolabggi usati nel lavoro di
miglioramento genetico vi sono i RAPRApid Amplified Length _B®lymorphisn), gli
AFLP (Amplified Fagment _length Rlymorphisn), i CAPS (Cleaved _Mnplified
Polymorphic_gquences gli SCAR &equence_Baracterized_sAnplified Regiong, gli
STS Sequence agged 8e), i microsatelliti i SSR3mple &quence Bpeaj.

Tra le varie applicazione dei marcatori molecolaxegli studi di genetica e
miglioramento genetico, vi e lo sviluppo di dettatg mappe di associazionakage
map3g, le quali permettono la comparazione tra genangirdppi tassonomici diversi e
la rivelazione di correlazioni e omologie genetiqsetenia). Il ruolo dei marcatori
molecolari &€ diventato sempre piu importante ndo s@l miglioramento genetico di
piante erbacee ma anche arboree, forestali, orralmeregli studi di filogenesi e nel
trasferimento di geni. Tra le numerosi applicaziatl@i marcatori molecolari, la
selezione assistita e il DNA fingerprinting (o iropta genetica del DNA) per

I'identificazione varietale hanno trovato largo igo nel miglioramento genetico.
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DNA Fingerprinting Il fingerpring del DNA, termine che in italiano potrebbe essere
assimilato all'impronta digitale genomica, € usp#éo evidenziare le differenze presenti
nella sequenza di DNA tra due o piu campioni a @o1b, al fine di determinarne
l'identitd o accertarne le correlazioni esistehf. “genotipizzazione” € usata anche
come fonte di marcatori genetici per costruire neap linkage o per identificare
marcatori molecolari legati a caratteristiche fgmiohe e/o loci genetici. Negli ultimi
anni sono state sviluppate molte tecniche di fipget del DNA, basate essenzialmente
su due strategie: libridazione, che prevede illitagdel DNA genomico con
endonucleasi di restrizione seguito dalla sepangzielettroforetica dei frammenti di
restrizione; con questa metodica il polimorfismdladdunghezza dei frammenti di
restrizione (RFLPs) € messo in evidenza attravarepibridazione SOUTHERN con
sonde specifiche per le regioni di DNA molto vailiake 'amplificazione mediante
PCR, che prevede I'amplificazione in vitro di peslari sequenze di DNA usando
primer specifici od arbitrari; in questa metodigayece, i prodotti di amplificazione
sono poi separati tramite elettroforesi e rilewatraverso la colorazione o l'uso di
primer marcati. Le tecniche di questa categorialugano il DNA polimorfico
amplificato a caso (RAPD), il DNA fingerprint amjptiato (DAF) e la PCR a primer
arbitrari (AP-PCR).

| marcatori I-SSR, noti piu semplicemente comerkmérosatelliti (Zietkiewiczet al,
1994) utilizzano inneschi oligonucleotidici disegna modo tale che, unitamente alla
ripetizione di monomeri molto semplici con due, arguattro nucleotidi come unita di
base, presentino anche basi selettive all'estre®itdppure 5. In questo modo,
mediante PCR vengono amplificate le regioni congpfes due microsatelliti. Tuttavia
e necessario specificare che soltanto con primeorati in 5’ € possibile amplificare

interamente anche i due microsatelliti che delinotd marcatore. Nel caso di primer
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ancorati in 3’ il tratto amplificato comprende swito la regione interna terminale dei
due microsatelliti. 1 polimorfismi dipendono dallanghezza del tratto di DNA
compreso tra due regioni microsatelliti aventi fesso motivo ripetuto, dal numero di
ripetizioni presenti nei singoli microsatelliti e alte sequenze delle regioni
fiancheggianti i siti di attacco dei primer. Olta¢ vantaggio di essere riproducibili,
rapidi e poco costosi, I'elevata variabilita defiegioni di DNA inter-microsatellite
rende tali marcatori particolarmente efficaci nellmatterizzazione genomica. Uno degli
svantaggi piu evidenti risiede nella natura domieadi tali marcatori che non

consentono di distinguere la situazione all’elidaua dato locus.

La selezione assitita (MAS)nteresse notevole ha suscitato I'uso dei marcator
molecolati per la selezione assistita, cioé nektezmone precoce per il carattere
d’interesse, non piu a livello del fenotipo medeamharcatori morfologici, bensi a
livello del genotipo attraverso l'analisi dei mama molecolari. Tale possibilita,
apparsa subito molto affascinante a coloro cheampenel settore del miglioramento
genetico, ha portato a parlare di breeding o sahezassistita da marcatori molecolari
(MAS, Marker Assisted_8lection. Per permettere di seguire la segregazione de ge
saggiando la presenza del marcatore € necessa&idl amarcatore abbia bassissima
percentuale di ricombinazione con il gene in selegj vale a dire che il marcatore ed il
gene siano strettamente associati tra loro. Unea \8phbilita 'associazione tra il gene
d’interesse e il marcatore e possibile seguiretpegazione del gene nella progenie per
realizzare i programmi di miglioramento genetico.

La selezione per marcatori genetici strettamensoaati al gene da selezionare,
relativamente piu semplici da rilevare, puo faaiit la selezione di caratteri di interesse,

by

di piu difficile determinazione. In pratica, € inluata la presenza di un gene di
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interesse (resistenza, maschiosterilita, autoinedilmipta, architettura della pianta, del
fiore, dei frutti, ecc) attraverso la presenzardatcatore strettamente associato al gene,
in quanto geni associati sono trasmessi assiemgelbaione per marcatori associati piu
essere quindi piu efficace di quella diretta. Ldezene assistita da marcatori
molecolari consente di eseguire uno screeningtdimeinte sul DNA di piantine in fase
precoce di sviluppo, senza aspettare la fase fgr@okpecifica in cui tale carattere si
esprime (che puo essere anche la fioritura o laptetan maturazione dei frutti),
accelerando quindi i tempi e riducendo gli spaziessari al lavoro di selezione, che
spesso richiede anche l'analisi di migliaia di ggnodifferenti. Infatti, dopo aver
identificato uno o piu marcatori associati al camea da selezionare, lo screening é
effettuato su piccoli quantitativi di DNA estrattta vari tessuti della pianta, senza
determinarne la distruzione. Ci0 consente di apalz contemporaneamente piu
caratteri e di effettuare piu cicli di seleziondlmstesso anno.

Attualmente la selezione assistita e utilizzataljpgtenimento di genotipi superiori sia
per la resistenza a stress biotici, che per i wargdroduttivi o di qualita. Nel primo caso
la MAS mostra chiaramente i suoi vantaggi quandmaihttere si esprime nelle ultime
fasi di sviluppo della pianta, quando I'espresside¢ carattere € recessiva e quando

sono richieste articolate operazioni prima chesitgsia rilevabile.
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1.6 Obiettivi della tesi

Tutto il lavoro di selezione, di breeding e di waklzione fenotipica é stato svolto presso
'azienda, i campi e le serre sperimentali de “lean®rto Sementi”, societa sementiera
italiana sita in Sarno, che ha finanziato una bdrsudio per un dottorato di ricerca in
collaborazione con il DISSPAPA dell'universita dapbli Federico Il. Per la specie
finocchio, ortiva di forte interesse economico parienda finanziatrice, obiettivi del
lavoro sono stati:

1. La produzione di ibridi E Interesse dell'azienda € la costituzione di nuove
varieta, diverse per epoca di impianto (trapiardonthggio a ottobre) e per precocita
(ciclo dai 70 ai 160 giorni), che bene si possadattare agli areali italiani di
produzione di finocchio e che possano ampliareaicp varietale aziendale gia ben
fornito in ecotipi locali. Il materiale di partenzéi queste nuove varieta € stato
individuato nei finocchi Precoce, Medio Precoceaedivo di Sarno, eccelsi dal punto
di vista organolettico ma con difetti evidenti @&y che riguarda I'uniformita varietale e
la produttivita. La produzione di ibridi;Fe I'obiettivo principe di questo lavoro
triennale, basti pensare che oggi oltre il 90%sd#ehe ibrido di specie ortive venduto
dalle aziende sementiere e rappresentato da ibfidh quanto essi garantiscono: a)
produzioni elevate (eterosi); b) uniformita eleyatptrasferimento di caratteri utili di
due genitore in un unico genotipo; d) elevati nirdi guadagno.

2. La caratterizzazione molecolare della CMgtro obiettivo & lo studio e la
caratterizzazione molecolare della CMS. Innumdrestudi sulla maschiosterilita
hanno riguardato diverse specie appartenenti asdiviamiglie di interesse agrario ma
I'interesse scientifico nei riguardi della spedmotchio e praticamente nullo. La messa
a punto di eventuali marcatori molecolari asso@atiessa puo essere uno strumento

potente di cui il breeder pud avvalersi nel suotavdi miglioramento genetico. Lo
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sviluppo di marker associati alla CMS, congiuntateenstudi riguardo alla ristorazione
nella specie finocchio, consentirebbe al costiwitoarietale di utilizzare strumenti
fondamentali per selezionare a monte del lavorooggnfertili ma non ristorati,
genotipi sterili e genotipi ristorati (da eliminar®isto I'interesse crescente del mercato
nei riguardi di questa specie ortiva e visti gbrgi profusi da multinazionali sementiere
nel costituire ibridi sempre piu performanti e ospenti alle esigenze del mercato
stesso, ben si puo comprendere il duplice orieatamnpratico e scientifico di questo
dottorato di ricerca.

3. La genotipizzazione di varieta locali e commaiciLa genotipizzazione di
varieta locali e commerciali ha una duplice firalia prima & quella di caratterizzare in
maniera univoca il materiale genetico de la “La Betm Sementi”; la seconda e quella
di avere un’ indicazione precisa, congiuntamentatéehte valutazioni di campo, circa
la diversita del materiale commerciale reperitaeglidecotipi locali da utilizzare come

parentali per la produzione di ibridi.F
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2 Materiali e metodi

2.1 Materiale vegetale

Il materiale vegetale utilizzato in questo studia eostituito da: tre linee inbred CMS
di finocchio, (MsR x Napoli), (MsR x Tarquinia) e (MsRx Chiarino), tre ecotipi
dell’agro-nocerino-sarnese, Precoce di Sarno, Mé&diecoce di Sarno e Tardivo di
Sarno, cinque varieta commerciali, Chiarino, Sel@iajio, Helvia e Zafiro, (tabella 2).
Le linee inbred sono state fornite dal Prof. FranoeSaccardo dell’universita degli

studi della Tuscia; gli ecotipi sono stati formtll'azienda “La Semiorto Sementi”.

2.1.1 Allevamento del materiale vegetale

Nel triennio 2006-08 tutto il materiale geneticetato allevato presso i campi e le serre
sperimentali dell'azienda “La Semiorto Sementitasn localita Lavorate nel comune
di Sarno in provincia di Salerno, come indicato sgiguito: le semine sono state
effettuate ogni anno prima del 15 agosto in combenalveolati da 190 fori ed e dopo
50 giorni le piantine sono state trapiantate impieampo ad una distanza di 20-25 cm
sulla fila e di 40-50 cm tra le file. Durante ilclo colturale sono stati rispettati i
fabbisogni nutritivi (200 kg/ha di N, 100 kg/haRli 100 kg/ha di K) ed idrici (4000%m
/ha di acqua)della coltura e si & provveduti con giudizio al woho dei principali
patogeni Cercospora foeniculaSclerotinia spp, Rhizoctonia solanietc) e fitofagi
(Calocoris norvegicudDepressaria marcelle afidi).

Le piante sono state allevate in pieno campo fila maturazione commerciale.
Eseguita la selezione fenotipica sui grumoli ess® state messe a dimora in vasi dal
diametro di 50 cm, in coltura protetta, fino a ftiora. L'epoca di maturazione

commerciale dei grumoli é ricaduta ogni anno trprlema decade di febbraio e la prima
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decade di marzo; unica eccezione e l'ecotipo Tardiv Sarno, pronto in termini
commerciali nell’ultima decade di aprile.

La fioritura di tutto il materiale vegetale si encentrata nei mesi di giugno-luglio ove
si e proceduti in primo luogo a valutare con cura lzase visiva [effettiva
maschiosterilita del materiale selezionato e irosdo luogo ad eseguire gli opportuni
incroci e reincroci su infiorescenze debitamentdai® mediante piccoli isolatori di
tessuto non tessuto delle dimensioni di 25 cm jhlezza e 40 cm di lunghezza. Le
infiorescenze fertili sono state recise con daiditine e strofinate sulle infiorescenze

maschiosterili che successivamente erano isolaeafiformazione dei semi.

2.2 Analisi fenotipica e programma di miglioramento

Tutto il programma di miglioramento genetico e stadndotto presso i campi e le serre
sperimentali dell’azienda “ La Semiorto Sementi.5.r

Obiettivo finale del lavoro €& [lottenimento di capp isogenetiche
(maschiosterili/maschiofertili) diverse per pretacie per epoca dimpianto da
combinare con altre linee stabili per I'ottenimedtabridi F;, Alcuni ibridi commerciali
leader di mercato hanno rappresentato l'ideotiddad®ro di breeding. Il programma
di miglioramento ha previsto I'utilizzo di un class schema di incrocio e reincrocio, |
cui parentali donatori per la maschiosterilita saappresentati dalle linee inbred
(MsRsz x Napoli), (MsR x Tarquinia) e (MsRx Chiarino), mentre i parentali ricorrenti
sono rappresentati dagli ecotipi locali PrecoceSdino, Medio Precoce di Sarno e
Tardivo di Sarno (figura 2). Ogni anno dal mesendvembre a quello di aprile, la

valutazione fenotipica e stata effettuata con diveopralluoghi nei campi sperimentali
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aziendali utilizzando i descrittivi UPOV. | caraiteconsiderati per la selezione

fenotipica e le rispettive unita di misura sonaeljuito riportate:

giovane pianta, lunghezza dei cotiledoni (cm);

giovane pianta, lunghezza del peziolo della priogi& (cm);
portamento fogliare: eretto, semieretto, prostrato;
densita del fogliame: lasca, media, densa,;

intensita del colore verde delle foglie: molto ebiachiaro, medio, scuro, molto
SCuro;

lunghezza foglie (cm);

curvatura dell’apice: assente, accennata, presente;
altezza del grumolo (cm);

larghezza del grumolo (cm);

spessore del grumolo (cm);

forma in sezione trasversale del grumolo: circqlatdtica;
colore esterno del grumolo: bianco, verde;

intensita del colore verde del grumolo: chiaro, mgscuro;
sovrapposizione delle guaine: lieve, media, forte;

epoca di maturita del grumolo (giorni);

tendenza alla fioritura: lieve, media, forte, mdiote.

maschiosterilita: presenza/assenza.

In particolare il carattere maschiosterilita é staalutato osservando lo sviluppo delle

antere in fase di piena fioritura. Sono stati c¢feesgi maschiosterili i genotipi che

hanno mostrato antere imbrunite e degenerate.
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Tabella 2 materiale vegetale: per ciascun genotipo é ripmitatodice identificativo,
la provenienza e la descrizione.

Codice Dezione rokenienza
Linea 2 Rreissimo ngerto s.r.l.
Linea 4 Rree Semiorto s.r.l.
Linea 6 Medtirecoce Keto s.r.l.
Linea 8 Tianal Semiorto s.r.l.
Linea 9 (MsRTarquinia) UNITusc
Linea 10 (MsRNapoli) UNI3cda
Linea 11 vadi&iulio rmerciale
Linea 12 vaaiélelvia nocmerciale
Linea 13 vadi€hiarino amerciale
Linea 14 vaai&Selma meoerciale
Linea 15 (MsRChiarino) UNITais
Linea 16 vaai&afiro oramerciale
I/ reincrocio
DONATORE 0 —. RI CORRENTE
[
F1 %\ 0=
CvB ert
BC1 % ] =

BC2

BCn

-

ert

Figura 2: metodo del reincrocio; i parentali ricorrenti sagibecotipi
Precoce, Medio Precoce e Tardivo di Sarno; i paleshbnatori sono
rappresentati dalle linee inbred (MsRNapoli), (MsR x Tarquinia),

(MsR; x Chiarino).
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2.3  Quantizzazione degli acidi nucleici

La quantizzazione degli acidi nucleici presentiaabluzioni utilizzate nel corso delle
analisi molecolari, nonché la loro dimensione in bpno stati determinati mediante
valutazione dell'intensita della fluorescenza eraeskl bromuro di etidio. Tale
metodica risulta rapida ed accurata anche con otrazéoni iniziali di DNA inferiori ai
250 ng/ml. Il principio del metodo e quello di i##dare la fluorescenza emessa dalle
molecole di bromuro di etidio intercalate nel DNASeguito all’eccitazione indotta dai
raggi UV. Poiché l'intensita della fluorescenza repgorzionale alla massa totale del
DNA, la quantita di DNA presente nel campione pasege stimata per paragone con la
fluorescenza emessa da campioni standard a quaotdaadi DNA. Con questo metodo
si possono rilevare anche quantita di DNA moltocpie dell’ordine di 1-5 ng
(Sambroolet al, 2001).

A tale scopo € stato preparato un gel di agaresiampone TAE, con percentuale di
agarosio dell’1%, a cui sono stati aggiunti, pridela solidificazione, 0,03U/ml di
bromuro di etidio. | campioni da visualizzare sl ggno stati preparati aggiungendo a
3-10pul di DNA, a seconda della concentrazione che aispettava, i di colorante, e

5 ul di acqua. Il colorante ha la duplice funzionerdiciare il percorso del campione e
di facilitarne il caricamento nel pozzetto del gel.

Gli standard di riferimento sono rappresentati dmzoni a concentrazione note di
DNA derivate dal Fag@ per la quantita e dal marcatore di peso molecdl&ite Plus
(Invitrogen) per la grandezza del frammento in Bpgel viene poi visualizzato e
fotografato al transilluminatore (Biorad) e sucoemsiente sottoposto a scansione
mediante Typhoon (Amersham) e quantizzato tramitalizzatore dimmagine

ImageQuant.
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Buffer Utilizzati
Colorante

4M Urea; 50% Saccarosio; 50 mM EDTA pH 8.0; 0.1%rBofenolo Blu.

TAE pH 7.8 (con acido acetico)

10 mM Tris-HCI pH 7.8; 5 mM Acetato di Sodio; 0.9vhWEDTA,;

2.4  Analisi del genoma totale mediante AFLP

Estrazione, digestione e ligaziodel DNA: il DNA del materiale utilizzato in questa
analisi, ovvero le linee inbred (MgR Napoli) e (MsR x Tarquinia), gli ecotipi
Precoce di Sarno e Medio Precoce di Sarno, le ic@mioni ibride F, [(MsRs x
Napoli) x Precoce di Sarno] e [(MgR Tarquinia) x Medio Precoce di Sarno], e stato
estratto dalle foglie cotiledonari di piante allevan vivaio all’'eta di 50-60 giorni
usando il QIAGEN DNeasy Plant Mini Kit e seguendp istruzioni riportate sul
manuale fornito dal produttore. Il DNA estrattotats quantificato secondo procedura
riportata al punto 2.3.

Il DNA estratto € stato sottoposto ad analisi ARRdeondo il protocollo di Vost al.
(1995). Il DNA genomico e stato digerito in una cela di reazione contenente DNA
(125 ng), buffer 5X (2.5 ul) ed EcoRI/M-sel (1 u§; stata aggiunta acqua fino a
raggiungere un volume finale di 12.5 pl. Il tampaineeazione 5X e costituito da Tris-
HCI pH 7.5 (50 mM); acetato di magnesio 50 mM; atedi potassio (250 mM). La
miscela di reazione é stata incubata a 37°C peodjequindi a 70°C per 15 minuti per
inattivare le endonucleasi di restrizione. || DN@yetito € stato sottoposto alla reazione

di legazione mediante aggiunta di: 1U di T4 DNAaBgin Tris HClI 10 mM a pH 7.5,
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DTT 1.0 mM, KCI 50 mM, glicerolo 50% (v/v); adattaée a doppia elica EcoRI (2.5
pmoli) ed adattatore a doppia elica Msel (2.5 pjnobntenuti in una soluzione di ATP
0.4 mM, Tris HCI 10 mM a pH 7.5, acetato di magaedd mM e acetato di potassio
50 mM.

La reazione e stata sottoposta per due ore adenmgetatura di 20°C ed il prodotto e
stato diluito 1:10 con TE 1X (Tris HCI pH 8.0, EDT®A1 mM). Le sequenze degli
adattatori sono qui riportate: Adattatore ECORICBCGTAGACTGCGTACCS,
3'CATCGACGCATGGTTAAS’; Adattatore Msel: 5’GACGATGAGCCTGAG3I,

3 TACTC AGGACTCATS..

Amplificazione preselettivél DNA ligato e diluito (1:10), € stato pre-amidato in una
reazione con volume finale di 26 pl contenente: DigAto diluito 1:10 (2.5 ul), buffer
PCR 10X (2.5 pl), Tag-polimerasi 5U/ml (0.5 pl)jrieer mix (20,5 ul). 1l buffer PCR
10X contiene Tris HCI pH 8.4 (200 mM), MgCl (15 mMCI (500 mM), dNTP (0.8
mM). | primer di pre-amplificazione presentano sitegola base selettiva all’estremita
3’ e riconoscono le estremita generate nella quolecte reazione di ligazione:
(EcoRl primer-preselettivo: 5’ GACTGCGTACCAATTCN ’;3 Msel primer-
preselettivo: 5GATGAGTCCTGAGTA AN 3'). E statars@re usata come base la A
per il primer EcoRlI e la C per il primer Msel. Ingpioni sono stati amplificati seguendo
il seguente ciclo di temperature: 20 cicli a 944 B0 secondi, 56°C per 60 secondi e
72°C per 60 secondi. | prodotti di reazione soad shluiti 1:30 con TE 1X.
Amplificazione selettivala miscela di componenti di reazione per |'arfdizione
selettiva di ciascun campione € stata prepamtaaguente modo: primer EcoRI (0.5
ml), primer Msel (4.5 ul), Taq polimerasi 5U/ulXQul), buffer PCR 10X (2 ul), DNA
pre-amplificato diluito 1:30 (5 pl). L'acqua é stahggiunta fino a raggiungere un

volume finale di 20 pl. Entrambi i primer utilizz@resentano un’estensione selettiva al
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3’ costituita da tre nucleotidi (Primer Eco: 5’ GAGTGTACCAATTCNNS3’; Primer
Mse: 5’GATGAGTCCTGAGTAANNN 3"). La reazione PCR iizialmente, di tipo
“touch down” con decremento di 1°C della tempematdr annealing ad ogni ciclo di
amplificazione: 10 cicli a 94°C per 60 secondi, ®53er 60 secondi e 72°C per 90
secondi. Alla reazione di “touch down” segue ilsgsivo ciclo di amplificazione: 23
cicli a 94°C per 60 secondi, 56°C per 60 secor®tfi*€ per 90 secondi.

Il prodotto di reazione di ciascun campione (20 @l¥tato miscelato con un ugual
volume di tracciante e denaturato a 90 °C per Sutnisuccessivamente, 4 ul di tale
miscela sono stati sottoposti a corsa elettrofcaesu gel denaturante al 6% di
acrilammide/urea (20:1) in un tampone TBE 1X adsaltaggio costante di 1600V. La
corsa elettroforetica e stata effettuata per tee ino a quando la banda piu lenta del
tracciante era sul punto di uscire dal gel.

L’analisi AFLP é stata condotta su undici genotipiinocchio appartenenti a due linee
inbred maschiosterili, (Msf Napoli) e (MsR x Tarquinia), due linee fertili, ecotipo
Precoce di Sarno ed ecotipo Medio Precoce di Saraogdue combinazioni ibride
F1,[(MsR; x Napoli) x Precoce di Sarno] e [(MgR Tarquinia) x Medio Precoce di

Sarno]. Diciassette combinazioni di EcoRI/Msel®sstate utilizzate (tabella 3).

Tabella 3: combinazioni di primer EcoRI/Msel utilizzate nedimplificazioni selettive.
Le triplette si riferiscono ai tre nucleotidi s¢i@tal 3’ di ciascun primer.

EcoRI/Msel CAA  CAC CAG CAT CTA CTC CTG CTT

AAC X X X X
AGG X X X X
ACT X X X X X
ACC X X X X
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2.5  Analisi del genoma citoplasmatico

L’analisi del genoma mitocondriale e stata realiazaille linee inbred (Msf Napoli)

e (MsR x Tarquinia), sugli ecotipi Precoce di Sarno e Meldrecoce di Sarno, sulle
combinazioni ibride E[(MsRs x Napoli) x Precoce di Sarno] e [(MsR Tarquinia) x
Medio Precoce di Sarno]. Il DNA e stato estrattdizzendo foglie cotiledonari di
piante allevate in vivaio all’eta di 50-60 giorrsando il QIAGEN DNeasy Plant Mini
Kit e seguendo le istruzioni riportate sul manu#denito dal produttore. La sua
quantizzazione e stata eseguita come riportatargb®.3.

Venticinque nanogrammi di DNA genomico sono stalizaati per le amplificazioni
PCR. Sono stati utilizzati quattro primer altamendpecifici per il genoma
mitocondriale (mtDNA) (tabella 4).

La reazione di amplificazione é stata effettuataimnvolume di 254l nelle seguenti
condizioni: DNA (30-50 ng), dNTP (20@M ciascuno), buffer 1X, MgGk3uM), Taqg-
polimerasi (0,2 U), primer (0,4M ciascuno) e acqua fino a volume finale (2b

I campioni sono stati amplificati secondo il segeeciclo di temperature: 94°C per 4
minuti; 30 cicli 94°C per 1 minuto - “annealing” p& minuto - 72°C per 3 minuti;
estensione finale a 72°C per 10 minuti. | prodatti amplificazione sono stati
direttamente analizzati attraverso elettroforesiuiingel all’1% agarosio e colorati con

bromuro di etidio.
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Tabella 4 —Coppie di primer specifici per regioni del DNA notmndriale (mtDNA)
utilizzate per caratterizzare genotipi di finoccRIMS e genotipi fertili. Per ciascun
primer é riportata la regione genomica amplificéatemperatura di “annealing” e
la referenza.

Coppie di primer (codicé) Regione genomica Temperature di  Referenze per
“Annealing” (°C) la sequen
NSm2 rpl5-rpsl14 58 5
Alm4/5 Ytobrpsi0 57 1
NSm1l rpl5-rps14 58 5
pumD rpsl4-cob 57,5 2

2 Codice primer come riportato in Baséiaal. (2001) e Scottet al. (2003).°1 = Lésslet al. (1999);
2 = Demesuret al. (1995); 5 = Scotti (2007)

2.6 Isolamento, clonaggio ed analisi bioinformattee del DNA

Analisi del gel ed isolamento dei frammenti di DNIAgel di acrilammide su cui sono
stati separati i frammenti AFLP, dopo che uno de getri entro i quali € racchiuso é
stato rimosso, e stato digitalizzato mediante seamgphoon (Amersham).

L’immagine cosi ottenuta e stata studiata trammi@iazatore d’immagine ImageQuant
al fine di individuare bande polimorfiche. Succeasiente € stata effettua una stampa
in dimensioni reali del'immagine, su cui sono s&fidenziate a mano le bande di
interesse individuate dalla precedente analisi.séguito, utilizzando i riferimenti
laterali, e stato asportato in maniera precisaell ig corrispondenza delle bande di
interesse.

| frammenti di DNA sono stati estratti riponendpezzi di gel tagliati in tubi da 1,5 ml
contenenti 10Qul di acqua per 24 ore alla temperatura di 4°C. 8sgigamente € stata
effettuata un’amplificazione selettiva del framneenbttenuto. La reazione di
amplificazione é stata effettuata in un volume @iubnelle seguenti condizioni: DNA
recuperato (2@l), primer EcoRlI 0,81 (10 ngful), primer Msel 1,24 (50 ng/ul), dNTP
0,8 ul (10mM), buffer PCR 10X 4ul, MgCl; 1,2 ul, Taq polimerasi 0,44 (5U/ul),
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acqua distillata sterile 11,6l. La rispondenza del frammento amplificato a quell
individuato al momento dell'analisi del gel e statarificata mediante corsa
elettroforetica su gel di agarosio all'1% in TAHE presenza del marcatore di peso
molecolarelKb Plus(Invitrogen).

Accertata l'identita della banda selezionata, ddwtto della reazione di amplificazione
e stato purificato con il “QlAquick PCR PurificaticKit” della Qiagen e quantizzato
mediante corsa elettroforetica su gel di agaroflia%& in TAE, come riportato per
I'analisi AFLP.

Clonaggio dei frammenti di DNAt prodotto di amplificazione dei frammenti di DNA
estratti dal gel e stato clonato mediante QiageR BIGning kit. Il vettore é stato ligato
ai frammenti PCR e poi utilizzato per la trasforinaez di cellule competenti di
Escherichia colitipo [F::Tn10(Tc") proA™B" lacl! ZAM15] recAl endAl hsdR{iZ1>
Me2') lac gin V44 thi-1 gyrA96 relAlin seguito a shock termico (Quiagen EZ
Competent Calls).

Per la trasformazione con prodotti PCR di circal08ono stati usati circa 16 ng di
amplificato per 50 ng di plasmide (rapporto moldireirca 6:1).

La trasformazione é stata condotta inul@di volume totale utilizzando 50 ng pidrive
cloning vectored un quantitativo di amplificato tale da essareapporto molare di 5:1
con il vettore (tabella 5). La reazione di ligazo@ stata incubata in frigorifero (circa
5°C) per mezz'ora 0 piu e poi conservata a 20°@lizzata direttamente per gli step di

trasformazione.
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Tabella 5: Reazione di ligazione al plasmide dei frammenDNIA isolati.

Sostanza/Reagente Volume (ul)
pDrive Cloning Vector (50 ngil) 1
frammento da clonare dala4d
Acqua distillate sterile daOa3
Ligation Master Mix 2X 5

Per la trasformazione, le cellule competenti Qiag&nsono state scongelate, unite a
2 ul di reazione di ligazione ed incubate in ghiacgey 5 minuti. Loshocktermico é
stato procurato ponendo le cellule a 42°C per 80rs#i e poi nuovamente in ghiaccio
per 2 minuti.

Le cellule cosi trattate sono state addizionate 280 pl di SOC medium e
immediatamente piastrate su substrato LB (LunaaB@rsolido contenente ampicillina
(100 pg/ml), X-gal (5-bromo-4-cloro-3indoli§-D-galattopiranoside, 8Ag/ml) e IPTG
(isopropilB-D-thiogalattopiranoside 5(M) e incubate a 37°C per una notte.

Dato che l'antibiotico seleziona le colonie contanel plasmide da quelle non
trasformate e la colorazione bianca distingue lerge in cui il gend.ac Zdel plasmide

e interrotto dall’inserto (figura 3 in appendicke) colonie bianche sono state prelevate e
propagate individualmente in tubi contenenti 5 méubstrato LB liquido e sottoposte
ad estrazione del DNA plasmidico dopo un ultergicgno di incubazione a 37°C.
Contemporaneamente, I'ansa contaminata con ciascoloaia € stata stemperata in
10 ul di acqua distillata. Un’aliquota di @ e stata utilizzata per verificare la presenza
dell'inserto, mediante una amplificazione di cotitr@ffettuata direttamente su colonia.
La reazione di amplificazione é stata effettuatauim volume finale di 5Qul nelle
seguenti condizioni: colonia (d), primer M13 forward 0,44 (50 ngll), primer M13
reverse 0, (50 ngful), dNTP 2ul (10 mM), buffer PCR 10X @, MgCl, 1,5ul, Taq
polimerasi 0,2 (5 U/ul), acqua distillata 37,8I.
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| campioni sono stati amplificati secondo il segeecticlo di temperature: 94°C per 5
minuti; 25 cicli 94°C per 30 secondi - “annealinggr 1 minuto a 52°C - 72°C per 1
minuto; estensione finale a 72°C per 5 minuti.
Estrazione del DNA plasmidicte colonie di batteri propagate in LB liquido sostate
centrifugate, per ottenere la precipitazione ddélepehe, una volta raccolto in tubi da
1,5 ml, e stato sottoposto ad estrazione del DN&smldico mediante NucleoSpin®
PLasmid Mini Kit. Il protocollo prevede diverse fas
1.  Centrifugare il pellet per 30 secondi ad 11.000exrgnuovere il surnatante.
2. Aggiungere 25Ql di buffer Al e risospendere le cellule agitando.
3. Aggiungere 25Qul di buffer A2 e miscelare con delicatezza capogoltp il
tubo per 6-8 volte ed incubare a temperatura artédger 5 minuti.
4.  Aggiungere 30Qul di buffer A3 e miscelare con delicatezza capogotip il
tubo per 6-8 volte.
5. Centrifugare per 10 minuti ad 11.000 x g.
6. Trasferire il surnatante in un tubo da 2 ml cononaina NucleoSpih
PLasmid e centrifugare per 1 minuto ad 11.000 x g.
7. Aggiungere 500ul di buffer AW riscaldato a 50°C e centrifugare per
minuto ad 11.000 x g ed eliminare I'eluato.
8. Aggiungere 60Qul di buffer A4 e centrifugare per 1 minuto ad 1100g,
successivamente eliminare I'eluato.
9.  Asciugare la colonnina NucleoSfifPLasmid centrifugando per 2 minuti ad
11.000 x g.
10. Trasferire la colonnina NucleoSfirPLasmid su un nuovo tubo da 2 ml ed
aggiungere 5@l di buffer AE, incubare a temperatura ambienteJparinuto
e successivamente centrifugare per 1 minuto adQXx@.
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Il DNA ottenuto é stato separato e quantizzato argdi elettroforesi su gel d’agarosio

allo 0,8% in TAE secondo le procedure descritjeuaito 2.3.

Buffer Utilizzati
SOC Medium

Tryptone; estratto di lievito; NaCl; KCI; glucosibtgCl,. MgSQy; acqua sterile.

Substrato LB (Luna BertanilO gr di triptone; 5 gr di estratto di lievito) fr di NaCl;
acqua bidistillata fino a 1000 ml. Il pH e statortpto a 7,0 per ottenere il substrato

solido sono stati aggiunti 15 gr di agar primaalitgre a volume

Sequenziamento dei frammenti di DNp&r le reazioni di sequenza € stato utilizzato |l
BigDYe® Terminator Cycle Sequencing Kit basato sul metddSanger (metodo dei
dideossinucleotidi). La quantita di DNA clonato ooente e stata calcolata in base alla
sua grandezza in bp sapendo che per sequenzidranumento di 1.000 bp occorrono
25 ng di DNA (tabella 6).

L’amplificazione e stata effettuata utilizzando séguente ciclo PCR: 96°C per 1
minuto; 25 cicli 96°C per 10 secondi - “annealing¥r 5 secondi a 50°C - 60°C per 4

minuti;

Tabella 6: Reazione di sequenza dei frammenti di DNA clonati.

Sostanza/Reagente Volume (i)
RR 100 (50 ngl) 2
Primer Bst o Mse 1,6
Acqua distillate sterile da0a54
DNA dalab64
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La purificazione del prodotto e stata effettuatdizzndo un protocollo basato sulla
precipitazione con etanolo e sodio acetato chensigitata quando si vuole ottenere un
buon segnale gia dalla prima base o quando i tatarinnon incorporati sono presenti
ad elevata concentrazione.

Al prodotto delllamplificazione e stato quindi aggto 1/10 del volume di sodio acetato
3 M, 2 volumi e mezzo d’etanolo assoluto freddal édtto € stato incubato in ghiaccio
per 30 minuti. Successivamente, e stata effettuata centrifugazione a temperatura
ambiente per 30 minuti a 11.000 x g. Eliminatoutreatante, al precipitato sono stati
aggiunti 125ul di etanolo al 70% a -20°C. Successivamente, dop centrifuga a
11.000 x g per 20-30 minuti a temperatura ambientgato eliminato il surnatante. Al
precipitato sono stati aggiunti nuovamente LP8i etanolo al 70% -20°C. Dopo una
nuova centrifuga a 11.000 x g per 20-30 minutinageratura ambiente e stato eliminato
il surnatante. Il precipitato, quindi & stato ageito a temperatura ambiente per 20
minuti e risospeso in 20 di formammide.

| prodotti della reazione di sequenziamento soradi $faricati sul capillare di un
sequenziatore ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER o ABRISM 3100 GENETIC
ANALYZER.

analisi bioinformatiche: 1 frammenti ottenuti dal clonaggio e dalla reaziode
sequenziamento, sono stati sottoposti ad anatnformatica al fine di determinarne
I'annotazione funzionale tramite analisi BLAST (Bakocal Alignment Search Tool)
nei seguenti database:

CAB UNINA: http://biosrv.cab.unina.it/

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
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2.7 Analisi ISSR

Tredici primer ISSR (tabella 7) sono stati utilitizaer valutare la variabilita genetica
delle varieta locali di finocchio di Sarno (Precodéedio Precoce, Tardivo) e delle
varieta commerciali (Zafiro, Helvia, Giulio, Selm&aChiarino). La reazione di
amplificazione é stata effettuata in un volume 8i® contenente: DNA (25-30 ng),
dNTP (200 uM ciascuno), buffer 1X, MgGIl(3uM), Taq polimerasi (1U), primer
(1,2uM) e acqua fino a volume finale (2&). | campioni sono stati amplificati secondo
il seguente ciclo di temperature: 94°C per 3 min@0 cicli 94°C per 1 minuto -
“annealing” per 30 secondi - 72°C per 2 minutigesione finale a 72°C per 6 minuti. |
prodotti di amplificazione sono stati analizzatigal al 2% di agarosio in tampone TAE
1X e visualizzati con colorazione di bromuro dideij la grandezza delle bande
ottenute € stata stimata utilizzando come riferimem marcatore di peso molecolare

noto (1 Kb DNA ladder).

Tabella 7: elenco dei primers ISSR utilizzati, relative seqesnemperature di
annealing.

Codice primer sequenza T annealing °C
ISSR 1 HVH(TG)7T 54
ISSR 2 HVH(TCC)5 54
ISSR 4 BDB(CA)7T 54
ISSR 5 BDB(TCC)5 54
ISSR 6 (GA)BYG 54
ISSR 10 (AG)BYG 54
ISSR 16 (AC)8 54
ISSR 17 (CAC)5 54

ISSR 1425 BDV(CAG)5 55
ISSR 2102 HVH(CTT)5 54
ISSR 2105 BDB(GAC)5 55
ISSR MC1 VHV(GT)7G 55
ISSR MC2 DHB(GCA)5 55
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2.8 Analisi statistiche

Le analisi statistiche sono state effettuate stii glaalitativi e quantitativi relativi alla
caratterizzazione fenotipica effettutata (UPOV)iz#gando il programma SPSS 11.0 per
Windows. In particolare, i risultati ottenuti sorsbati sottoposti al test di Duncan,
allanalisi della varianza (ANOVA), alla PCA (iRcipal Component_Aalysis) e
I’Analisi delle Multicorrispondenze. | dati ottenutalla lettura dei pattern elettroforetici
ISSR sono stati immessi in una matrice binaria Bperta per i diversi campioni,
I'assenza (0) e la presenza (1) di bande. Perlaazione della distanza genetica é stato
utilizzato il coefficiente di “simple matching@Mij=(a+b)/(a+b+c+d) in cui: SMe la
similarita tra due individuii e j; a € il numero di bande presente in entrambi gli
individui; b indica il numero di bande presentiiied assenti ify; ¢ indica il numero di
bande presenti ined assenti in e d indica il numero di bande assenti in entrambi i
campioni (Sneath e Sakal, 1973). La matrice dilanité & stata analizzata attraverso |l

metodo UGMPA mediante il software NTSYS-PC (Rof8%).
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3 Risultati

3.1  Analisi fenotipiche

Il materiale in esame € stato valutato per caiatierfologici (dimensioni del grumolo,
colore del grumolo, presenza di striature, numerdrdttee, portamento fogliare) e
fisiologici (ciclo vegetativo) e quindi utilizzaton un programma di reincrocio con
I'obiettivo di ottenere linee isogenetiche (masskeoili/maschiofertili) diverse per
precocita e per epoca d’'impianto. Di seguito soportati i risultati ottenuti nel triennio

2006-2008.

Risultati relativi al 2006

| risultati relativi alla valutazione fenotipica gle ecotipi Precoce, Medio Precoce e
Tardivo di Sarno e delle linee inbred CMS, (MsRNapoli), (MsR x Tarquinia) e
(MsR; x Chiarino) sono riportatati nei grafici 1-5. Langhezza medie delle foglie
(grafico 1) e oscillata da un massimo di 53,6 cifiew®tipo Tardivo ad minimo di 38
cm nella linea (MsRx Chiarino);

L’altezza media del grumolo (grafico 2) e variata dalori massimi di 11,6 cm
nell’ecotipo Tardivo a valori minimi di 7,9 cm nallinea (MsR x Tarquinia);

La larghezza media del grumolo (grafico 3) ha tegis valori massimi di 12,1 cm e
minimi di 6,3 cm rispettivamente negli ecotipi Medrecoce e Tardivo.

Lo spessore medio del grumolo (grafico 4), invezeariato da 9,8 cm nell’ecotipo
Medio Precoce a 6,2 cm nell’'ecotipo Tardivo.

La precocita infine (grafico 5) e oscillata dai 1§@rni dell’ecotipo Precoce ai 160
giorni dell’ecotipo Tardivo. In particolare per cpie parametro gli ecotipi hanno

mostrato dei valori in linea con le indicazioniexzilali.
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Nella tabella 8 sono riportati i risultati delleadisi fenotipiche per i caratteri qualitativi.

Ad eccezione dell’ecotipo Tardivo (con un portanoefuigliare eretto e un grumolo di
colore verde scuro) tutti i genotipi analizzati hanmostrato un portamento fogliare
semieretto e un grumolo di colore bianco mediotiTgenotipi delle linee inbred sono
risultati maschiosterili; in particolare, ciascuengtipo ha mostrato, in fase di fioritura,
antere dapprima imbrunite e poi degenerate.

Nellambito delle linee inbred e degli ecotipi viti sono stati selezionati

rispettivamente quattro genotipi maschiosterilivattyo fertili. Essi sono stati utilizzati

successivamente in incroci controllati secondocloesna riportato in tabella 9 in cui &
indicato anche il quantitativo di seme prodotto @gni combinazione ibrida. Sono stati

prodotti circa 400 semi in totale.

60
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Grafico 2: altezza grumolo (cm)
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12
10
8 .
6 .
4 4
2 .
0 .

terdivo (MsR1

xTarguinia)

precoce medic precoce {MSsR3 x \Iapoh}

(MsR2 x
Chiarino)

41



Grafico 5: precocita (gg)
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Grafici 1-5: risultati relativi alla valutazione fenotipicallgelinee inbred e degli
ecotipi utilizzati nel’anno 2006 nel programmareéincrocio.

Tabella 8: risultati dell'analisi fenotipica sul materiale agtp di studio;
valori medi di 5 piante per ecotipo e linea inbred.

parametri
linee  portamento densita intensita formazion colore grumolo intensita

fogliame fogliame colore e grumolo colore
4 semieretto medio medio presente bianco medio
6 semieretto medio chiaro presente bianco medio
8 eretto medio medio assente verdastro scuro
9 semieretto medio medio presente bianco medio
15 semieretto medio medio presente bianco medio

Tabella 9. Tipologia di incroci i effettuati e numero totale di
semi prodotto 20(

parentale?
Precoce Medio Tardivo Tota[e
Precoce semi
Parental€?
(MsR; x Chiarino) - - 85
(MsRsx Napoli) 70 120 -
(MsR; x Tarquinia) 90 40 i
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Risultati relativi al 2007

| risultati relativi alla valutazione fenotipica idedati quantitativi degli ibridi
Precocissimo f Precoce | Medio Precoce fe Tardivo k (figura 3a-3b) sono
riportatati nei grafici 6-10. La lunghezza medidl@doglie (grafico 6) e variata da
46 cm nell'ibrido Precocissimo;fa 56 cm nell’ibrido Tardivo £ | dati riportati hanno
evidenziato come si € espresso per questo pararh&grmmeno del lussureggiamento
nella condizione ibrida rispetto ai parentali ditpaza [ad esempio, per I'ibrido Tardivo
F1 i parentali, ecotipo Tardivo e linea (MsR Chiarino), hanno mostrato dei valori di
lunghezza delle foglie di 53,9 cm e 38,5 cm rigpatnente].

L’altezza del grumolo (grafico 7) € oscillata daori 8,9 cm nell'ibrido Precocissimo
F, a valori di 13,2 cm nell'ibrido Tardivo,F

La larghezza del grumolo (grafico 8) ha registratsuo valore massimo di 12,4 cm
nell'ibrido Medio Precoce #¢ il suo valore minimo nell’ibrido Tardivo,F

Ugualmente lo spessore del grumolo (grafico 9) &gistrato il valore massimo
nell'ibrido Medio Precoce #con 10,2 cm e il valore minimo nell'ibrido Tardi¥ con
6,8 cm. La precocita (grafico 10) ha mostrato vadstremi di 85 giorni nell’ibrido
Precocissimo Fe di 145 giorni nellibrido Tardivo & E proprio la valutazione di
quest’ultimo parametro che ha mostrato meglio [sacéaa dell'ibridazione sessuale di
dar vita a nuova variabilitd genetica con la creagidegli ibridi Precocissimo;F
finocchio bianco, a sezione circolare, con portamdagliare semieretto, numero di
guaine pari a 6 [i cui parentali, (Mg Napoli) e Precoce, hanno evidenziato una
precocita, rispettivamente, di 120 e 100 giornifaedivo R [i cui parentali, (MSR x
Chiarino) e Tardivo, hanno mostrato una precodiigpettivamente, di 120 e 160
giorni]. Tale variabilita da subito é stato insarihel programma di breeding per

I'ottenimento delle linee isogenetiche.
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Nella tabella 10 sono riportati i risultati dellenadisi fenotipiche per i caratteri
qualitativi: I'ibrido Tardivo i ha mostrato un portamento fogliare eretto ed umgta

di colore verde scuro mentre tutti gli altri ibridanno fatto registrare un portamento
fogliare semieretto ed un colore del grumolo biamoedio. Tutti gli ibridi valutati
hanno mostrato antere dapprima imbrunite e poi rkygée e pertanto sono stati
selezionati come maschiosterili.

Nell’ambito delle linee ibride ottenute quattro gépi sono stati selezionati ed utilizzati
in incroci controllati con i rispettivi mantenitofertili secondo lo schema riportato in
tabella 11 in cui € indicato anche il quantitatiiceeme prodotto per ogni combinazione

ibrida. Sono stati prodotti circa 400 semi in tetal

Figura 3a: Medio Precoce I Figura 3b: Precocissimo
ibrido [(MsR 1 x Tarquinia) x Medio Precoce] ibrido [(MsR 3x Napoli) x Precoce]
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Grafico 9: spessore grumolo (cm)
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Grafico 10: precocita (gg)

160

140

120

100

80

60

10

20

0 T
precocissimo F1 precoce F1 medio precoce F1 tardivoF1

Grafici 6-10: risultati relativi alla valutazione fenotipicagleibridi F; utilizzati

nell’anno 2007 nel programma di reincrocio.

Tabella 10: risultati dell’analisi fenotipica sul materiale agtp di studio;
valori medi di 5 piante per ibrideF

parametri
linee  portamento densita intensita colore grumolo  intensita
fogliame fogliame colore formazione colore
grumolo
1 semieretto medio chiaro presente bianco medio
3 semieretto medio chiaro presente bianco medio
5 semieretto medio medio presente bianco medio
7 eretto medio medio assente bianco scuro
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Tabella 11:tipologia di reincroci effettuati e numero totalesdmi prodotto 2007

parentaled Totale
parentale? Precocissimo Precoce:z,/ledIO sem
recoce

F1[(MsR3 x Napoli) x Precoce] - 70 -

F1[(MsR3 x Napoli ) x Precoce] 65 - -

F1[(MsR3 x Napoli ) x Medio Precoce] - - 80

F1[(MsR1 x Tarquinia) x Precoce] - 70 -

F1[(MsR1 x Tarquinia) x Medio Precoce] - - 95

380

Risultati relativi al 2008

In quest’ultimo anno di lavoro sono stati valutatiovamente, gli ecotipi aziendali per
effettuare successivamente un’analisi statistigaddé fenotipici di tutto il materiale
vegetale. | risultati relativi alla valutazione t#ipica dei dati quantitativi delle BC
ottenute, delle varietda commerciali e degli ecotipiendali sono riportati nei grafici
11-15. Per le linee 15 (MsR Chiarino) e 16 (Zafirohon € stato possibile eseguire i
rilievi fenotipici previsti a causa dell'insorgedk problemi fitopatologici $clerotinia
spp, Rhizoctonia solannella fase fenologica di ingrossamento del grumol

La lunghezza delle foglie (grafico 11) e oscilldavalori medi di 38 cm nella varieta
commerciale Giulio a valori medi di 59,4 cm nellaeh Tardivo E l'altezza del
grumolo (grafico 12) e variata da un minimo di €8 nella linea (MsRx Tarquinia)

ad un massimo di 13,3 cm nella linea Tardiydd@larghezza del grumolo (grafico 13)
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ha mostrato valori medi che vanno dai 6,3 cm nedfipo Tardivo ai 12,7 cm
nell’ecotipo Precoce; lo spessore del grumolo, éeye variato da un minimo di 6,2 cm
nell’ecotipo Tardivo ad un massimo di 10,3 nellaet@ commerciale Chiarino (grafico
14). La precocita infine (grafico 15) ha mostrat@ dorbice che oscilla da valori di 80
giorni nella varieta commerciale Chiarino e neitee& di breeding Precocissimo B&
valori di 160 giorni nell’ecotipo Tardivo passanper i 100 giorni dell’ecotipo Precoce
e delle varieta commerciali Helvia e Selma.

In tabella 12 sono riportati i risultati delle aisalfenotipiche relative ai caratteri
qualitativi: i rilievi effettuati hanno confermatquanto gia osservato nei due anni
precedenti con la quasi totalitd dei genotipi daredzati da un portamento fogliare
semieretto (unica eccezione rispetto ai gia memiorardivo e Tardivo Fla varieta
Selma) ada un grumolo di colore bianco che nelle varietqmerciali (Giulio, Helvia,
Chiarino e Selma) e risultato essere di un colagaedm chiaro. Tutti le BCottenute
hanno mostrato antere dapprima imbrunite e poi rkygée e pertanto sono state
selezionate come maschiostefiel’ambito delle linee ibride ottenute quattro gépi
sono stati selezionati ed utilizzati in incroci tofati secondo lo schema riportato in
tabella 13 in cui e indicato anche il quantitatdieeme prodotto per ogni combinazione
ibrida. Sono stati prodotti circa 1000 semi in kotd.e BG cosi ottenute sono state
seminate nella prima decade di luglio 2008 e trapia nella prima decade di ottobre.

La selezione fenotipica delle stesse avverra aréétmarzo 2009.

48



Grafico 11: lunghezza foglia (cm)
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Grafico 14: spessore grumolo (cm)
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Grafici 11-1E: risultati relativi alla valutazione fenotipicalldeBC; degli ecotipi
e delle varietaommerciali nell’'anno 2008 per il programma di ceatio.

50



Tabella 12: risultati dell'analisi fenotipica sul materiale agtp di studio;
valori medi di 5 piante per linea, ecotipo e variet

parametri
linee portament densita intensita colore grumolo  intensita
o fogliame  fogliame colore formazione colore
grumolo

1 semieretto medio medio presente bianco chiaro
2 semieretto medio medio presente bianco chiaro
3 semieretto medio medio presente bianco medio
4 semieretto medio medio presente bianco medio
5 semieretto denso medio presente bianco medio
6 semieretto medio chiaro presente bianco medio
7 eretto medio scuro accennata verdastro scuro
8 eretto medio medio assente verdastro scuro
9 semieretto medio medio presente bianco medio
10 semieretto medio medio presente bianco medio
11 semieretto medio medio presente bianco chiaro
12 semieretto medio scuro presente bianco chiaro
13 semieretto medio scuro presente bianco chiaro
14 eretto lasco medio presente bianco chiaro

Tabella 13:tipologia di reincroci effettuati e numero totaiesémi prodotto 2008

parentaled
al Precocissimo Precoce Medio Totale

parentale? Precoce semi
Precocissimo BC 140 - -

Precoce B¢ - 250 -

Medio precoce BC - - 200

Precoce B¢ - 180 -

Medio Precoce BC - - 220

970
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3.2  Analisi del genoma totale mediante AFLP

L'analisi del genoma delle linee di finocchio oggetli studio mediante la procedura
AFLP ha mirato all'individuazione di marcatori polorfici tra le linee sterili e quelle
fertili. Come atteso i marcatori AFLP hanno prodogirofili elettroforetici piuttosto
complessi, in cui un elevato polimorfismo tra leele esaminate & stato rivelato.
Tuttavia I'oggetto della nostra indagine ha miraliddentificazione di marcatori per la
CMS. In tal senso i profili elettroforetici soncagtanalizzati con I'unico obiettivo di
individuare bande presenti nelle linee maschidstea non nelle linee maschiofertili o
viceversa. Delle diciassette combinazioni di prinuitizzati solo la combinazione
E-AGG/M-CTA ha permesso di individuare due mardaffLP, rispettivamente di
180 bp e 200 bp (figura 5), presenti in tutte hed sterili e nei relativi ibridi e per

contro assenti in tutti i parentali fertili.

FERTILI STERILI

6 7 9101112

L A
"'u-_e
=y

H Hnﬁill

Figura 4: profilo AFLP de| genotipi Precoce (1-2) Medio Preeo
(3-4-5), MsR x Tarquinia (6-7), MsRx Napoli (8-9) e relativi
ibridi (10-11-12), ottenuti tramite combinazioneA&G/M-CTA.

1 2 3 5

200 bp
180 bp
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3.3 Analisi del genoma citoplasmatico

Dei quattro primer mitocondriali valutati solamenile primer Nms2 ha prodotto
amplificato (figura 6). In tutti i campioni analiaz € stato osservato il frammento delle

dimensioni attese di 2100 bp.

1 2 3 45 6M1 2 3 45 6M

5 - “E/ZOOObp
“ - .
= ™ ot - S

| = =
- - -_—" @

Figura 5: profilo dei primerALm4-5 (sinistra), Nms2 (destrsi genotipi:

Tardivo (1), Precoce (2), Medio Precoce (3), MgRlapoli(4),

MsR, x Tarquinia (5), [(MsRBx Napoli) x Precoce Sarno] (6),
M = marker 1 kb plus.

3.4 Isolamento, clonaggio ed analisi bioinformaticl del DNA

Sequenziamento dei frammenti di DNI&: sequenze ottenute tramite reazione di
sequenziamento (figura 6 in appendice), denomisedgeienza 1 (200 bp) e sequenza 2
(180 bp) (figura 7) sono state sottoposte ad sinddioinformatica, al fine di
determinarne I'annotazione funzionale, tramite @naBLAST nel database NCBI

(figura 8).
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Sequenzal
TTATGCAAGCCGGGGTATTACAATGGGTGCAGCATGGGAAGATCCC
TGTTGGGGTGCCTGTGTTTGTGCTTCCACAGGCTCAGGAACCATTG

CTGAGCTAGAAAATTATGAAGCCCTCATGTCTGGCATAGGGTAAGGG
TAAGT

WPO00po N

Yy
Y
. 3

a

:

Sequenza 2
TGGGTCCGGTAGCAGCAGCAGCATCAACAGCAGCAGCAGCATGATA
GGCAAGGAGGAAGGTCTGTATCTGGATTAGAGGAACTCATTATGGG
ATGCACTTCATCTCATCATAATAAACAAGTTAGTGTCCCACCTACTTT
TTGAC

Figura 7: sequenza 1 e sequenza 2 ottenute tramite readiseguenziamento.

<, BLAST
~ | Home || Recent Results | Saved Strategies | Help

»NCBI/BLAST/ blastn suite: BLASTN mor

Enter Query Sequence

ber, gi. or FASTA sequence ©

rrrrr

0r, upload file Sogia ) ©
Job Title S
Enter a descriptve e foryour BLAST search @
Choose Search Set
Uatabose ©Human genornic +transcript OMouse genomic +transcript - OOthers (nr etc )
[ Human genomic plus transcript (Human G+T) Ve

||||||||||

Search database Human G+T using Megablast (Optimize for highly similar sequences)
show results in a nes ndc

[Vs! W wi

Figura 8: sito del’NCBI utilizzato
per I'annotazione manuale tramite BLAST.

L’allineamento in BLAST NCBI della sequenza 1 (268 non ha mostrato identita di
sequenza significative ( 93% di similarita con done di Taeniopygia guttata ma con

un E value di 0,028) per contro l'allineamento dedequenza 2 (180 bp) ha mostrato
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I'80% di similarita genetica con I'accessione AM&60.2, conting VV78X211388.5
isolato in Vitis vinifera (E value di 8e x 1¢) e I' 83% di similaritd genetica con
I'accessione NM_119067.1 (E value di 2e x PP corrispondente al fattore di
trascrizione ANACOQ75, isolato irabidopsis thaliana e coinvolto in processi di

sviluppo di organi fiorali e nel controllo ormonalella pianta (tabella 14).

Max Total Query E Max
score score coverage value ident

Accession Description

Vitis vinifera contig VV78X211388.5,

AM461850.2 91.5 915 63% 8e-180%
whole genome shotgun sequence
Arabidopsis thaliana ANAC075

NM_119067.1 (Arabidopsis NAC domain containing 575 575 350,  26-0B3%
protein 75); transcription factor
(ANACO75) mRNA, complete cds

AL161574.2 Arabidopsis thaliana DNA chromosome 45L2 572 350 26-0B3%

contig fragment No. 70

Mus musculus chromosome 1, clone RP%%'Z
245K23, complete sequence —

AC160762.4 Mus musculus BAC clone RP24-330ES8 482 482 31% 0.0081%
. from chromosome 1, complete sequence

HIV-_1 isolate patient010 clone 5C_from 42.8 42.8 26% 037 85%
Belgium protease (pol) gene, partial cds

Tetrahymena thermophila SB210
XM_001032226.Ihypothetical protein (TTHERM_0065595@)1.0 41.0 22% 1.3 88%
MRNA, complete cds

Mouse DNA sequence from clone RP23-
AL604023.12 468D17 on chromosome 11, complete 41.0 41.0 24% 1.3 84%
sequence

Mouse DNA sequence from clone RP23-

29H22 on chromosome 4 Contains a novel

p_segdogene,_the Mycbp gene for c-myc 41.0 41.0 20% 13 87%
binding protein, a novel gene, the Rragc

gene for Ras-related GTP binding C and

two CpG islands, complete sequence

Homo sapiens BAC clone RP11-506N2
from 4, complete sequence

Entamoeba histolytica HM-1:IMSS
XM_650304.1 bromodomain protein (30.t00008) partial 39.2 39.2 16% 45 92%
mMRNA

AC157756.1 Mus musculus 10 BAC RP24-377M12
(Roswell Park Cancer Institute (C57BL/6
Male) Mouse BAC Library) complete
sequence

Tabella 14 alcuni allineamenti significativi del’amplicoree180 bp in BLAST NCBI.

AC110177.19 48.2 31% 0.0081%

AY356889.1

AL606962.22

AC017091.8 39.2 39.2 19% 45 90%

392 392 18% 45 89%
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35 Analisi ISSR

Sono stati valutati tredici primer ISSR (tabella, fgura 9) sugli otto genotipi
analizzati; essi hanno prodotto un totale di 186deadi cui 65 monomorfiche e 121
polimorfiche. | primer ISSR 4 e ISSR 2102 hanno trads il 100% di polimorfismo,
per contro i primer ISSR 17 e ISSR MC1 hanno mustriapettivamente il 70 % e |l
44 % di monomorfismo (tabella 15).

Il numero di bande polimorfiche (grafico 16) ottemwtilizzando i primer ISSR é stato
estremamente variabile, oscillando da un minimd bHande (ISSR 6 e ISSR2102) a un
massimo di 23 bande (ISSR 1, ISSR10 e ISSR17). draeptuale di polimorfismo
totale riscontrata e stata del 65,1 % (grafico Wii)izzando il software NTSYS-PC e il
coefficiente di similarita genetica simple matchsano stati costruiti il dendrogramma
e la matrice di similarita genetica (figura 10 gufia 11); il quadro informativo che ne
deriva rivela che alcuni genotipi hanno mostratcoefficiente di similarita > dell’80%
(87% tra le varieta Chiarino e Selma, 85% tra Itgamo Precoce di Sarno e la varieta
Zafiro) ed altri genotipi un coefficiente di similié < 65% (63% tra le varieta Zafiro e
Selma, 64% tra la varieta Selma e I'ecotipo Precth&@arno). L’ecotipo Medio Precoce
ha mostrato, invece, una similarita genetica déb @6n la varieta Selma e del 64% con
la varieta Chiarino; I'ecotipo Precoce, oltre clom ¢e suddette varieta (rispettivamente
67% con Chiarino e 64% con Selma) mostra una gitdilgenetica del 67% anche con
la varieta Giulio. L'ecotipo Tardivo, per controa levidenziato una similarita genetica
del 72% con le due varieta commerciali Helvia eirgafin tabella 17 sono riportate le

combinazioni ibride Fche saranno prodotte in virtu dei risultati soptatc
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Tabella 1£: elenco dei primers ISSR utilizzati, relative seqaeeriemperature di annealing,
n° bande totali e percentuale di polimorfismo rigcato.

Codice sequenza n° bande n° bande % polimorfismo
primer total monomorfiche
ISSR 1 HVH(TG)7T 23 13 43,47
ISSR 2 HVH(TCC)5 10 3 70
ISSR 4 BDB(CA)7T 7 0 100
ISSR 5 BDB(TCC)5 17 7 58,82
ISSR 6 (GA)BYG 2 1 50
ISSR 10 (AG)BYG 23 7 69,56
ISSR 16 (AC)8 20 4 80
ISSR 17 (CAC)5 23 16 30
ISSR 1425 BDV(CAG)5 11 4 63,63
ISSR 2102 HVH(CTT)5 2 0 100
ISSR 2105 BDB(GAC)5 11 1 90,9
ISSR MC1 VHV(GT)7G 16 7 56,25
ISSR MC2 DHB(GCA)5 21 2 90,47
totale 186 65 65,1

12345678M123456728M

Figura 9: profilo dei primerSSR1(sinistra)-ISSR17(dests)i genotipi:
Tardivo (1), Precoce (2), Medio Precoce (3), Zaf#) Helvia (5), Giulo (6),
Selma (7), Chiarino (8M = marker 1 kb plus.
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® bande monomorfiche bande polimorfiche

25

Grafico 16: numero di bande monomorfiche e polimorfiche pttelo
dai primer ISSR utilizzati.

M % monomorfismo :

65,1

L1 % polimorfismo ‘ ‘

Grafico 17: percentuali di bande monomorfiche e polimorfiche
prodotte dai primer ISSR utilizzati.

Tardivo

| Selma

Chiarino

Helvia

Giulio

Precoce

M. Precoce

~ Zafiro

0.63 0.7 0.77 0.82 0.87
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Figura 10: dendrogramma derivato da analisi cluster UPGMA
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83 36. 42 161 121 114 1411

8.3 1.00
6.3 077 1.00

43 074 080 1.00

16JL 0.72 0.77 0.85 1.00

12l 072 072 070 068 1.00

11.4| 0.74 0.70 0.67 0.63 0.80.00

14B 074 065 064 063 0.70.73 1.00

13l 0.75 064 067 065 07877 087 1.00

Figura 11: matrice di similarita dei genotipi: Tardivo (8.Brecoce (4.2),
Medio Precoce (6.3) Zafiro (16.1), Helvia (12.1)ul® (11.4), Selma (14.3),
Chiarino (1:.1).

Tabella 17 combinazioni Findividuate in seguito alla genotipizzazione detenale
vegetale tramite marcatori ISSR.

CombinazioniF  Giulio Selma Chiarino Helvia Zafiro

Precoce X
Medio Precoce X X
Tardivo X X

3.6 Analisi statistiche

Con lo scopo di descrivere le differenze osserviegli ecotipi fertili, Precoce di
Sarno, Medio Precoce di Sarno e Tardivo di Saraosarieta commerciali Chiarino,
Selma, Giulio e Helvia e il materiale di breedingns state realizzate due analisi
statistiche: la PCA_(fihcipal Componet_Avalisys) per i dati quantitativi e la MCA
(Analisi delle _MuiltiCorrispondenze) per i dati qualitativi. Sono statevate cinque

osservazioni per due repliche in blocchi compietate randomizzati.
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| risultati della PCA sono riportati in figura 1Pcaratteri presi in esame sono di seguito
riportati: lunghezza foglia, altezza, larghezzapessore del grumolo. L’elaborazione
dei dati ha permesso di individuare due componengrado di descrivere la maggior
parte della variabilita totale osservata (85,5%& ¢omponente 1 ha descritto la
larghezza del grumolo, lo spessore del grumolo kidghezza delle foglie per una
variabilita pari al 43,5%. In particolare, essanmastrato che piu aumenta la larghezza
del grumolo, piu aumenta lo spessore di quest'altenpiu diminuisce la lunghezza
della foglia. La componente 2 ha descritto I'aleeziel grumolo, per un valore pari al
42% della variabilita riscontrata. L'analisi ha @snziato che allaumentare di
quest’ultima si ha un aumento dell’altezza del gslonDal grafico si € evinto come
tutti i genotipi si distribuiscono lungo la compoe 1, mentre piu concentrata é la
distribuzione lungo la componente 2 fatta eccezpmra genotipi 7 e 8.

In figura 13 sono riportati i risultati della MCAL’elaborazione dei dati ha permesso di
individuare due dimensioni in grado di descriveseniaggior parte della variabilita
totale osservata (84,5%). | seguenti caratteri ssiati presi in esame: portamento
fogliare, densita fogliare, curvatura dell’apicerrha in sezione del grumolo, colore
grumolo, presenza/assenza di costolature nellegusbvrapposizione delle guaine.

La dimensione 1 ha descritto: la formazione delngio, il colore del grumolo, il
portamento fogliare, I'intensita del colore delmpaio e la precocita, per un valore pari
al 52% della variabilita totale.

La dimensione 2 ha descritto invece la densitafalame e il 32% della variabilita
riscontrata.

Dal quadro informativo che ne deriva (figura 14jigultato che le varieta locali di
finocchio di Sarno (genotipi 2, 4 e 6) sembrancstraze una origine comune e una

certa similarita con la varietd commerciale Heliganotipo 12) e con la linea MsR
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Napoli (genotipo 10); per contro esse sono rigellbbastanza diverse dalle cultivar

commerciali Giulio, Chiarino e Selma (genotipi 118, 14) e dall’'ecotipo Tardivo di
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Figura 1z: analisi PCA sugli ecotipi, sulle varieta commalici
e sul materiale di breeding.
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Figura 1Z: analisi MCAsugli ecotipi, sulle varieta
commerciali e sul materiale di breeding.
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4 Discussioni

La limitatezza di lavori che hanno riguardato iglreramento genetico del finocchio da
grumolo denota uno scarso interesse da parte dwestige di tutto il mondo alle
problematiche di questa specie. Anche in ltalifatti) la ricerca ufficiale si € occupata
del finocchio in modo del tutto periferico e perpetti diversi da quello del
miglioramento genetico. | primi progetti finanziatal Mipaf e orientati in questa
direzione sono stati realizzati presso ['Istitupesmentale per l'orticoltura, sezione di
Ascoli Piceno e presso il Dipartimento di produdovegetale dell’Universita della
Tuscia (Viterbo), entrambi finalizzati all’ottenimi®, mediante selezione genealogica,
di nuove varieta caratterizzate da una migliorditfudel grumolo, da una stabilita delle
rese, da resistenza a stress biotici (malattieifi) g abiotici (freddo). Sono da citare in
finocchio gli studi condotti nel 2004 da Vendramgh al, presso il Dipartimento di
Biologia delle Piante dell’Universita di Firenzel'sstituto di Genetica Vegetale di
Firenze, e volti alla valutazione della stabilitengtica di rigeneranti ottenuti da
organogenesi ed embriogenesi somatica tramitelizZzdi di marcatori RAPD e
marcatori universali cloro plastici.

Questo lavoro ha espresso la necessita di intedeamicerca di base con quella
applicata. Lo studio del genef@eniculum genere del tutto orfano di lavori di genetica
e genomica applicata, ha rappresentato una forteammne all’approfondimento delle
tematiche affrontate. In particolare, le richiegi@tiche avanzate da “La Semiorto
Sementi” hanno riguardato I'ottenimento di nuovaiafalita genetica nel genere
Foeniculumcon la duplice finalita di ampliare il parco vdake gia in dotazione
all'azienda stessa e di rimpiazzare nel tempo ghtipi con varieta ibride piu

performanti. Se da un lato I'antico adattamenta albndizioni ambientali rende
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irrinunciabile il ricorso a questi ecotipi per er¢ i comuni difetti di prefioritura e di
appiattimento del grumolo quando la pianta viengoaarsi in condizioni di stress
termico o idrico, dall’altro, il perdurante impiegli selezioni empiricamente ottenute e
di cultivar non ben moltiplicate comporta ancorattenimento di produzioni
qualitativamente dequalificate, che si differenpigner morfologia e per diverso grado
di precocita. Queste selezioni empiriche provocana corrente produttiva e quindi
commerciale poco omogenea e a scapito della qugitarale del prodotto.

Alla luce di quanto detto, il lavoro di questa thai mirato a creare nuovi genotipi di
finocchio dotati di quei caratteri richiesti dal roato. Per realizzare cio, spesso il lavoro
di miglioramento genetico si avvale del metodo dw@hcrocio, in cui I'obiettivo é
quello di trasferire in una varieta gia eccellepier altre caratteristiche (genitore
ricorrente) geni che controllano poche altre caratiche per le quali essa e deficitaria,
creando cosi nuova variabilita genetica. Negli sthdi reincrocio tradizionali, ad un
primo incrocio fk, seguono 5-7 cicli di reincrocio, che permettonoretuperare il
genotipo di partenza migliorato per la presenzandelvo gene introdotto.

Nei reincroci realizzati in questo lavoro di teshe stati utilizzati i genotipi Precoce,
Medio Precoce e Tardivo di Sarno come genitori rrexati. Tali ecotipi, diffusi
nell’agro nocerino sarnese, sono eccelsi dal pdntaesta organolettico ma presentano
difetti evidenti per cido che riguarda I'uniformitarietale e la produttivita. Un risultato
importante ottenuto nei tre anni di lavoro e stattbenimento della linea “Precocissimo
BC,”, finocchio bianco, a sezione circolare, con potato fogliare semieretto, numero
di guaine pari a 6 e precocita di 85 giorni. Comeo#o, all’interno del calendario di
coltivazione € quanto mai necessaria una divesgifome netta dei tipi per una giusta
collocazione temporale, rispondente alle carattehis fisiologiche e al fine di evitare

sovrapposizioni 0 mescolanze di genotipi, con diveadattamento alle temperature; la
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linea “Precocissimo B costituisce, in tal senso, un primo risultato orante
potendo diversificare le semine ed i trapianti eisp all’ecotipo Precoce in virtu della
precocita anticipata di circa 15 giorni.

In seguito ad un numero di reincroci opportuniliteea isogenica precocissima BC
potra essere valutata in combinazioni ibride den gli altri parentali reperiti in
commercio (varieta Giulio, Chiarino, Helvia, Selméafiro) per la costituzione di
varieta con caratteristiche superiori. Infatti, edif come la non contemporaneita di
maturazione e la disformita del prodotto potranisgeee superati nella condizione
ibrida.

In finocchio la produzione di ibridi;Fdovrebbe soddisfare le seguenti necessita: essere
efficiente e poco costosa. In particolare, perrmrieucosti di produzione commerciale di
seme ibrido sono stati proposti e sperimentati inagiprocci. Tuttavia, la strategia piu
utilizzata e quella che si basa sulluso della rhesterilita, la quale rappresenta un
mezzo molto efficace di emasculazione geneticgrdsso inconveniente che limita lo
sfruttamento della maschiosterilita genetica pepriaduzione di seme ibrido e legato
all'impossibilita di avere individui al 100% steriCio rende difficoltosa I'eliminazione
dei genotipi fertili nell'incrocio di mantenimentd.e piante maschiosterili, infatti,
hanno un genotipo msms e possono essere mant@fiai®a attraverso I'incrocio con
piante isogeniche ma maschiofertili eterozigoti. rhata delle piante prodotte da un
incrocio msms X Msms sara maschiofertili (Msms) @&t meta maschiosterile
(msms). Generalmente si ovvia a tale inconvenigmtpagando le linee msms, o
operando una verra e propria selezione positivandmapero, (a) il gene della ms é
pleiotropico, o (b) e strettamente associato adame che si manifesta fenotipicamente
sempre prima della fioritura. Negli ultimi anni umumero sempre maggiore di

innovazioni tecnologiche in genetica e in genonecdi strumenti molecolari hanno
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consentito di comprendere sempre meglio aspetiitgtali e funzionali del genoma
delle piante. Tali tecnologie e strumenti hannavEsso di accrescere i benefici ottenuti
dalla coltivazione delle piante e, in particolade,aumentare I'efficienza dei metodi
tradizionali di selezione. Interesse notevole hacskato la selezione assistita dai
marcatori molecolari la quale consente di selezmnagenotipi che possiedono uno
specifico carattere, ad esempio la maschiosterilita base all'associazione di
quest’ultimo con un marcatore molecolare. Non app@mendono disponibili marcatori
associati ai caratteri d'interesse, € possibildattin procedere velocemente ed
accuratamente alla selezione di genotipi che ptasenil carattere desiderato
direttamente a livello di analisi del DNA, senzaorrere alle procedure standard di
selezione, spesso elaborate e lunghe.

Perché la selezione assistita sia efficiente éssac® che il marcatore molecolare abbia
bassissima percentuale di ricombinazione con ikegenselezione, vale a dire che il
marcatore ed il gene siano strettamente assodiatildro. Una volta stabilita
I'associazione tra il gene d’interesse e il mane@ possibile seguire la segregazione
del gene nella progenie per realizzare i progradimiiglioramento genetico.

Proprio il sistema CMS e stato identificato e deratzato in molte specie vegetali,
includenti fagiolo, bieta, mais, cipolla, petuntaassica, riso, sorgo, girasole, grano,
carota, ecc. In molte di esse la ricerca ha pemndssviluppare marcatori molecolari
associati al carattere maschiosterilita citoplagradCMS).

In orzo marcatori RAPD associati al locus Rfm1 setati individuati da Matsuet al
(2001); marcatori AFLP, sempre associati al mededwmous, sono stati individuati e
convertiti in markers STS da Murakaeti al. (2004); marcatori PCR-RFLP, convertiti
in SNP marker, che discriminano il citoplasma ferll da quello sterile-S in cipolla

sono stati sviluppati da Kwang-Soo Chbal (2006). InBrassica infine, marcatori
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PCR costruiti sulla orf263, hanno mostrato diffel@mei profili elettroforetici di
cultivar fertili e sterili (Dieterich e Braun, 20D3

In carota, vegetale appartenente alla famigliaedgthbrellifereaecome il finocchio,
molti lavori e studi sono stadi condotti circa Eatterizzazione molecolare della CMS.
Tratto fenotipico ad eredita materna (Petersonreofss, 1986), strettamente associato a
riarrangiamenti nel genoma mitocondriale (Pingiteral, 1989), e stato investigato da
Steibornet al (1995) tramite indagine RFLP su DNA mitocondridigla progenie da
incrocio interspecificdacus carota maximum x Dacus carota sativus

Sempre in carota Nakajine al (1999) hanno prodotto 6 marcatori STS discriminiant
citoplasma sterile (493S, 2566A, 9304A, MS-1, MSda)quello fertile (493N, 25668,
9304B, cultivar “Nagafutori-kintoki”, cultivar “Koklbun-senkou-oonaga”, cultivar
“Koizumi-gosun”, cultivar “Imperator” e cultivar “&rlet Nantes”) partendo da sei
frammenti RAPD presenti in entrambe le tipologiecibplasma. Lo stesso Nakajima,
nel 2001 ha evidenziato la presenza di un marc&d& di 1,1 kb discriminante tra i 2
gruppi di piante CMS (tipo Cornell e tipo Wisconsime 3 linee inbred fertili (493N,
2566B e 9304B). Infine, Grzebelet al (2001) hanno approcciato questa indagine
avvalendosi della tecnica AFLP; una linea inbred SC2163A), il suo mantenitore
(K2158B) e la loro progenie;lhanno mostrano 5 marcatori tra i genotipi fertisterili
discriminanti perd non in tutti i genotipi analizzecon diverse percentuali di
presenza/assenza. Solo il marcatore Eco-AGG / M3&-CL80 bp) é stato osservato in
tutti i genotipi sterili, in 12/13 della sua proge1 ed in nessuno dei mantenitori fertili
(0/16).

Al fine di individuare dei marcatori associati attaaschiosterilita’ in finocchio, in
guesta tesi é stata realizzata un’analisi del gendefle tre linee ibred maschiosterili

[(MsRs x Napoli), (MsR x Tarquinia) e (MsR x Chiarino)] gentilmente fornite dal
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Prof. Francesco Saccardo dell’Universita degli istilla Tuscia, e dei tre ecotipi fertili
Precoce di Sarno, Medio Precoce di Sarno e TardivBarno. Tale studio e stato
realizzato mediante la procedura AFLP. Delle dfi@s combinazioni di primer
utilizzati la combinazione E-AGG/M-CTA ha permes$iandividuare due frammenti,
rispettivamente di 180 bp e 200 bp polimorfici kealinee sterili e le linee fertili. In
particolare, il frammento AFLP di 180 bp, é ristdtassere lo stesso marker ritrovato in
carota e discusso da Grzebettigl (2001).

Le attuali tecnologie informatiche non permettoriosdelare i piu elevati livelli di
complessita di alcuni sistemi biologici, sebbenansi capaci di trovare le unita
fondamentali costituenti i geni, le proteine edstanze chimiche. Dal 1995 Kaneheta
al. hanno sviluppato metodi basati sulle conoscenapodibili in letteratura per
determinare i complessi comportamenti sistemiciladalellula e dell’organismo,
partendo da informazioni genomiche. Le conoscenspodibili sono raccolte nel
KEGG, I'Enciclopedia dei Geni e dei Genomi di Kyow le relative tecnologie
bioinformatiche sono state sviluppate sia perdarda di base che per le applicazioni
pratiche (Kanehisat al, 2006). L’allineamento in BLAST NCBI della seqzean2 di
180 bp ha mostrato I'80% di similarita genetica coa sequenza AM461850.2, isolata
in Vitis viniferae 1'83% di similarita genetica con I'accessione NIM9067.1, isolata in
Arabidopsis thalianage corrispondente al fattore di trascrizione ANACO@involto in
processi di sviluppo di organi fiorali e nel coiimaormonale della pianta.

Come in tutte le specie vegetali anche in finocdhianaschiosterilta si esprime nel
fiore. L'imbrunimento e la degenerazione delle emt@ questa specie, fenomeno che
fenotipicamente e associato alla CMS, fortementess@uo essere relazionati
all'individuazione di questo marcatore, visto iloto svolto da ANACO75 inA.

thaliana.
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La CMS e usualmente definita come “I'inefficienzhexedita materna nella produzione
di polline fertile”; essa é stata bene osservataitrdi 150 specie di piante e rappresenta
un modello eccellente per studiare le interazigai it genoma nucleare e quello
citoplasmatico, in quanto la ristorazione delldiligh € dovuta a geni nucleari che
sopprimono le disfunzioni citoplasmiche. La CMS margere spontanea in linee di
breeding, attraverso la mutagenesi, la fusione 8oana come risultato di incroci o di
scambio interspecifico tra genoma nucleare e a@tpéico. In carote, in particlare si
manifestano due fenotipi CMS denominati “brown ghée“homeotic-like”. Il primo e
caratterizzato da arresto dello sviluppo degli staom imbrunimento e degenerazione
delle antere (stesso tipo di CMS notata in questorb su finocchio); nel secondo si
denota un rimpiazzo degli stami con strutture ¢b@rdano organi fiorali quali petali o
carpelli, identificati, rispettivamente, come “gleid CMS” e “carpeloid CMS” da
Stein e Nothnagel nel 1995 e da Lirgteal. nel 2003.

Il marcatore molecolare utilizzato in questa tegipresenta un utilissimo strumento per
migliorare I'efficienza di selezione dei genotipasthiosterili che saranno prodotti nelle
future generazioni di incrocio. L'utilizzo di altmarcatori molecolari nddreedingdel
finocchio, non solo potra migliorare i processsdiezione, ma consentira di costituire,
in tempi brevi, nuove varieta aventi tratti agroncndi rilevante importanza economica
(es. resistenza, valore nutrizionale, produziot®, €a conoscenza, inoltre, delle basi
genetiche di tutte le caratteristiche agronomiahpartanti e della variazione allelica
dei singoli loci di interesse, metterebbe biteeder nelle condizioni ottimali per
progettare/disegnare linee di valore genetico somerin silico’. Tale concetto e
conosciuto comeBreeding by Design(Pelemanet al., 2003). Il Breeding by Design
puo essere tradotto, nel caso piu vantaggiosonancombinazione di alleli vantaggiosi

a tutti i loci. Tale metodo puo essere molto favote nelpyramidingdi geni e alleli
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diversi. Una volta che tutti i loci di importanzeaso mappati precisamente, usando
marcatori fiancheggianti, possono essere accurat@mselezionati gli eventi di
ricombinazione in modo che si possano riorganizearaccogliere gli alleli favorevoli
vicini gli uni agli altri. | software, poi, sono igrado di fornire grande aiuto per generare
il percorso ideale per la creazione dei mosaiccainbinazioni genotipiche, tramite
I'incrocio di linee e I'uso di marcatori per potsglezionare le specifiche ricombinazioni
che combineranno gli alleli voluti. Seguendo tatecesso, in futuro, sara possibile
ridurre o addirittura eliminare la selezione fepmia. Soltanto le varieta superiori
saranno valutate in campo, per poter meglio vadukailoro estrinsecazione genotipica
in differenti ambienti di crescita.

L’ultimo obiettivo di questa tesi e stato quelloiddividuare, nell’'ambito delle varieta
commerciali di finocchio reperite sul mercato e gtiotipi locali studiati le migliori
combinazioni da utilizzare come parentali perfdadpzione di ibridi k. Cio e stato
possibile grazie all'uso, nuovamente, dei marcatwlecolari mediante la tecnica del
DNA fingerprinting (o impronta genetica del DNA); tale tecnica cotsis
nell'identificazione delle varieta o del materiaheselezione o in propagazione e la sua
protezione dalle improprie sostituzioni.

Il fingerprinting del DNA rappresenta un metodo ideale per evidead& differenze
presenti nella sequenza di DNA tra due o piu camp# confronto, al fine di
determinarne l'identita o accertarne le correlazesistenti, laddove esse non possano
manifestarsi per effetto dellambiente, di meccamisepistatici o pleiotropici
(Hongtrakulet al 1997; Rasmusson e Phillips 1997, Seefedtied 2000). InFragaria
primer ISSR sono stati ampiamente utilizzati pestladio di distanze genetiche e per |l
DNA fingerprinting (Cekicet al, 2001); altresi marcatori ISSR sono stati utdizper

I'analisi del genoma e per analisi cluster in aatidi riso (Blairet al, 1999), per il
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genotypingin cultivar di patata (Prevost e Wilkinson, 1998 fini forensi per dispute
sui diritti del costitutore in varieta di peperorfeekha et al 2000). L’analisi
fingerprintingrealizzata in questa tesi con i marcatori ISSRpdranesso di individuare
con esattezza quelle combinazioni di genotipi cheneglio potranno esprimere il
fenomeno del lussureggiamento nella produzionéritilii ;. Le relazioni esistenti tra
gli ecotipi e le varieta commerciali a livello diquenza del DNA sono state determinate
comparando il coefficiente di similarita genetgieple matchingNel lavoro svolto la
matrice di similarita genetica ottenuta ed il degdamma derivato da analisi cluster,
unitamente ad accurate analisi fenotipiche, ragmteso un forte ausilio con cui e stato
possibile individuare quelle combinazioni che al ghwe potranno esprimere il
fenomeno del lussureggiamento nella produzionémitlii F;. Questi strumenti hanno
permesso di esplorare le relazioni esistenti malbo del materiale vegetale utilizzato
nel programma di breeding. Le differenze tra glotgs e le varieta commerciali a
livello di sequenza del DNA sono state determinatenparando il coefficiente di
similarita genetica simple matching che e variaodlori di 0,63 tra le varieta Zafiro e
Selma a valori di 0,87 tra le varieta Chiarino énfde Le combinazioni che saranno
ottenute riguarderanno tutti gli ecotipi (Precoddedio e Tardivo) e le varieta
commerciali Zafiro, Helvia, Chiarino, Selma. Esse@asino prodotte utilizzando come
parentali quei genotipi che hanno mostrato la nagtjiversita genetica.

I marcatori ISSR sono risultati uno strumento diagine affidabile, capace di fornire
polimorfismi riproducibili e numerosi evidenzianda variabilitd entro le varieta di
Foeniculum vulgaree il DNA fingerprinting per la selezione assistita si € rilevato uno

strumento efficiente di ausilio nei programmibdeeding
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Conclusioni

In relazione agli obiettivi che il lavoro si eraefissato si possono dedurre le seguenti

considerazioni:

E stata creata nuova variabilitd genetica con WNiddiazione della linea
denominata Precocissimo e da subito tale variabiét stata inserita nel
programma di breeding; alla fine dei tre anni diol® sono state ottenute tre
BC; relative alle coppie isogenetiche Precocissimecére e Medio Precoce
che dopo un numero di reincroci opportuni potrarggsere valutate in
combinazioni ibride F con gli altri parentali reperiti in commercio (ieta
Giulio, Chiarino, Helvia, Selma, Zafiro).

La genotipizzazione del materiale vegetale ha pssmali individuare con
esattezza quelle combinazioni che al meglio potvasprimere il fenomeno del
lussureggiamento nella produzione di ibrigi F

Per quanto riguarda lo studio della maschiostarifitfinocchio, specie del tutto
orfana di studi di genetica di base e di genompgieata, I'individuazione dei
frammenti AFLP a 180 bp e 200 bp ha permesso ltifleazione di due
marcatori strettamente associati e cosegregardi skrilita. 1l frammento
AFLP a 180 bp € risultato essere lo stesso markewaito in carota utilizzato
per testare la purezza di ibridi. | sequenziamento dell’amplicone a 180 bp ed
il suo allineamento in Gene Banks validano ultenente I'associazione del
marcatore al fenotipo sterile in finocchio vistoublo svolto da ANACO75 in A.

thaliana.
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Appendice

Figura 3: Esempio di piastra di clonaggio con

colonie di Escherichia coli trasformate con un
plasmide ricombinante (colonie bianche) e con un
plasmide non ricombinante (colonie blu).

140 150 160 170 180
GCOT GGTACC GAGWT TTCCCTATAGT GRGTCGTATTAGAGCTT GGC GT AATC A

ll il h “!J“,,dll“ “ﬂ kil “,l

1732, 788: 155

Figura 6: esempio di elettroferogramma ottenuto dalla
reazione di sequenziamento di uno dei frammentiatio
CON Successo.
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